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Abstrakt

Genetické slozeni hybridnich z6n velmi Casto reflektuje geografické a ekologické
gradienty. Vhodnym modelovym systémem pro testovani této hypotézy muize byt hybridni
zona druhtt Arabidopsis lyrata a A. arenosa ve stiedni Evropé. Jedna se o dva dobie
vymezené avSak stale kiizitelné druhy, jejichz potomci jsou plné fertilni. Kromé
opakovanych hybridizacnich udalosti situaci komplikuje autopolyploidizace jednoho z rodict
- A. lyrata v oblasti nachazi jako diploid nebo tetraploid. Hybridni zéna byla jiz popsana
v pfedchozich pracich a ty prokazaly jisty gradient introgrese prochéazejici oblasti. Oblast je
navic na prechodu alpského a panonského klimatu, oblasti prochéazi také vyskovy gradient

(smérem z Predhtii Alp do nizinnych oblasti Wienervaldu).

Tato prace je nejpodrobnéjsi studii této hybridni zony, jak co do poctu zastoupenych
populaci, tak do mnozstvi ziskanych genetickych dat (pomoci metody RADsekvenovani).
Jejich analyza ukazala jemny gradient introgrese, kdy na polech studované oblasti nachazime
¢isté rodicovské populace a smérem do stiedu introgresanty stale vyssiho stupné. Uprostied
regionu se potom nachdzi geneticky intermediarni hybridi. Analyza velikosti genomu
ukdzala, Zze hybridi maji intermediarni velikost genomu oproti tetraploidnim rodi¢im
a tetraploidi A. lyrata maji vys$§i monoploidni velikost genomu nez diploidi. Mozné
vysvétleni téchto rozdili predstavuje adaptivni evoluce (souvisejici mimo jiné s dynamikou

repetitivnich sekvenci) nebo geneticky drift (napt. efekt zakladetele nebo efekt hrdla lahve).

Morfometrickd analyza potvrdila soucasné uréovaci znaky rodi¢i a ukazala
morfologicky gradient rodict hybridi, ktefi jsou ale obecné v nékterych znacich (napt. na
trichomech) intermedidrni. Gradient morfologickych znakl reflektuje gradient velikosti
genomu a nadmoftské vysky. Ekologicky gradient pfinasSi hybridiim zna¢nou vyhodu, protoze
jim nabizi habitaty, kde se rodice nenachazeji a hybridi tu mohou mit selekéni vyhodu, ale
zéarovei jim zabranuje v dalSim §ifeni do mist jiz obsazenych tetraploidy rodicovskych druht.
Diploidni A. lyrata se ukazuje byt kompeticné nejslabsi a je dnes vdzana jen na néktera

ubyvajici reliktni stanoviste.

Kli¢ova slova: Arabidopsis, Brassicaceae, Cruciferae, introgrese, polyploidie,

velikost genomu, morfologie






Abstract

Genetic composition of hybrid zones often reflects geographical and ecological
gradients. Hybrid zone of Arabidopsis lyrata and A. arenosa in Central Europe can be
convenient model system for testing such hypothesis. These are well circumscribed but still
interfertile, and their offspring is fully fertile. Besides repeated hybridisation events, the current
state is complicated by the autopolyploidisation events of one of the parents, namely 4. lyrata,
which is present in the area studied both as diploid and tetraploid. This hybrid zone was already
described in previous publications, which showed certain gradient of introgression.
Moreover, the area of the hybrid zone represents a transition between Alpine and Pannonian

climate along an altitudinal gradient leading from the Prealps to the lowland Wienerwald.

The current thesis is the as yet most detailed study of this hybrid zone both in respect
of number of studied populations and the amount of data acquired using the methods of RAD
Sequencing, multivariate morphometrics and flow cytometry. The analysis of genetic data
showed a gradient of introgression, where parental populations are placed at opposite ends,
whereas genetically intermediate hybrids are placed in its centre. Analysis of the genome size
showed an additional gradient, where hybrids possess intermediate genome size in
comparison to the tetraploid parents. Monoploid genome size of tetraploids is higher than
that of diploids. We proposed both adaptive evolution (connected with dynamics of
transposons) and genetic drift (bottle-neck effect and founder effect) playing a role in those

phenomena.

Morphometric analysis confirmed characters that are currently in use for the
identification of both parental species. They showed a morphological gradient of parents and
hybrids, where hybrids are generally morphologically intermediate (e.g. in shape of
trichomes). The morphological gradient is correlated with that of genome size and altitude.
The ecological (i.e., altitudinal) gradient brings considerable advantage for the hybrids, as it
provides habitats, where parental taxa are absent and hybrids can acquire selection
advantage, at the same time it prevents moving of hybrids towards habitats occupied by the
parental taxa. Diploid A. [yrata seems to be competitively weakest and is currently restricted

to disappearing relict stands.

Key words: Arabidopsis, Brassicaceae, Cruciferae, introgression, polyploidy,

genome size, morphology
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1. Literarni uvod

1. 1. Definice druhu

Druhy jsou v botanice, a v biologii obecné, definovany nékolika zpiisoby. Byt se i dnes
Cile traduje jista predstava o potiebé botanického druhu byt morfologicky koherentni a jasné
odlisitelny, tieba za pomoci n¢jakého urcovaciho klice od ostatnich, tak je stary systém

definujici druhy vyhradné sadou morfologickych znakl v dnesni dob¢ jiz piekonany.

Nabizi se tedy misto toho, co se zda byt jiz prekonané, sdhnout po metodach, které se

zdaji byt moderni, az neomylné, a misto morfologie vyuzit modernich molekuldrnich metod.

Jisté, druhy je nepochybné¢ mozné vymezit pomoci molekuldrné biologickych metod,
a s az matematickou piesnosti pak dovedeme urcit, od kdy je jiz mozné dvé skupiny jedinct
povazovat za samostatné druhy a kdy je lepsi je vymezit naptiklad formou poddruhii jednoho
druhu. Tato metoda se pouziva naptiklad v mykologii v systematice mikromycet, kdy je
zcela presné definovéno, kolika substitucemi se 1i§i druhy navzéajem a o kolik méné substituci
postacuje pro definovani nizSich jednotek (napf. poddruhll). Oproti takovému striktnimu
pfistupu, ktery je i v mykologii stale otazkou diskuze (Sarma, 2018) a ktery se pro definici
druhti v botanice nepouziva, je ale v praxi bézné a uzitecné roziazovani jedinct do kategorii
podle ptfibuznosti pravé pomoci molekuldrnich metod. Molekularni metody se zde ale
pouzivaji pouze jako metoda piindSejici primdrni kategorie (tomu se nékdy fika také
genotypovani), které jsou dale pouzivané napiiklad v navazujici morfologické ¢i ekologické
analyze. Molekularni analyza tedy neslouzi jako metoda pfimo a arbitrdrné generujici
taxonomické jednotky, byt jejich definici do zna¢né miry napoméha. Zakladni jednotky
riznych Grovni stanovené molekuldrnimi metodami sice nejsou primarné opsany jako nové
druhy, ale skupiny, které si zasluhuji uznani coby samostatné druhy, jsou z téchto jednotek
vybrany na zakladé morfologickych a ekologickych znakt (Spaniel et al., 2017a,b). Podobna

metodika byla pouzita i pii studii, ktera je obsahem této diplomové prace.

Jaka je vSak a priori, metodikou nezatiZzena a jednoduSe lidskymi smysly uchopitelna,
piedstava biologického druhu? Je to jistd skupina organismi, vzajemné tésné piibuznych,

jejichz zéstupci se mezi sebou volné kiizi, naopak se nekiizi s jinymi druhy, a produkuji



zivotaschopné a fertilni potomky. Takové jednoduché predstavé nejlépe vyhovuje definice
biologického druhu, kterd tvrdi, Zze druh zahrnuje vSechny organismy bez problémi kiizitelné
mezi sebou a jejich potomky schopné dalsi reprodukce. Mezi zéastupci riznych druht pak

musi existovat néjaka reprodukéni bariéra (Mayr, 1996).

Takovy koncept je nepochybné uziteCny pro evolucni a systematické uvazovani. Vzdyt
pravé existence jisté reprodukcni bariéry je tim, co druhim brani se mezi sebou kiizit,
zabranuje tedy druhtim existujicim v sympatrii nezddouci roziedovani reprodukcniho
potencidlu v mezidruhovém kitizeni, které nemusi byt uspésné (Harrison & Larson 2014).
Reprodukéni bariéra zaroven zabraniuje sblizovani jejich genofondii, a podporuje tak
speciaci. Existence funkéni reprodukéni bariéry je v nékterych evoluéné-biologickych
modelech dokonce predpokladem uspésné speciace, ¢i odstépeni nového dcefiného druhu.
Jednoduseji fec¢eno, evoluce se tak miize rozbéhnout odliSnymi cestami v kazdém z dobie
ustanovenych samostatnych druhti, bez toho, aby se osud obou linii komplikoval zpétnymi

kiiZzenimi spojenymi s kontaminaci jednoho genofondu alelami genofondu druhého.

Pro dal§i uvaZovani predpoklddejme dva druhy vzniklé¢ kdysi v minulosti, které jiz
béhem vyvoje dostatecné segregovaly, druhy jsou tedy dobte rozlisitelné a co do genotypu
unikatni. V idedlnim svété by se takové druhy rozhodné nektizily, jejich reprodukéni
okolnosti by jiz byly tak rozliSené, Ze by ke kiiZeni pfi pfipadném opétovném piibliZzeni
arealt (a vzniku sekundéarniho kontaktu) ani viitbec nemohlo dojit. V redlnych podminkach se
vSak 1 takové dobfe odliSené druhy mohou kiizit (dokonce se naopak budou kiizit
pravdépodobnéji, nez sympatricky rozSifené druhy, mezi nimiz jiz selekce vytvofila

dostatecné reprodukéni bariéry branici rozmnoZzeni) (Flegr, 2009).

Pokud tedy vznikaji hybridi, vySe zminéna rovnovaha genotypt bude naruSena. Resp.
ve vétSiné pripadll tomu tak neni, protoze v naprosté vétSin€ piipadd vznikaji hybridi bud’
nezivotaschopni, nebo sterilni. V nékterych ptipadech ale mohou byt hybridi fertilni a mohou
se kiiZit nejen mezi sebou, ale také se svymi rodi¢i, mize tedy dochazet ke zpétnému kiiZeni,

coz vede k tzv. introgresivni speciaci, neboli ke speciaci provazené genovym tokem.

Nyni se hodi poznamenat, ze v nékolika pifedchozich odstavcich bychom klidné mohli

slovo druh nahradit slovem evoluéni linie, poddruh, nebo cytotyp. I takové jednotky, byt’ by



mély byt nezavislé a reprodukéné izolované, se za nekterych podminek mohou kiizit a i t€ém

bude dale vénovan prostor.

1. 2. Hybridizace

Predpokldda se, ze nezanedbatelnd c¢ast rostlinnych druhii vznikla pomoci hybridizace
(Mallet, 2005). Vzhledem k tomu, ze cesty, jak odhalit velmi staré hybridiza¢ni udalosti,
nejsou v soucasné dobé zcela znamy, je mozné, ze se toto Cislo bude nadale zvySovat

(Marques et al., 2018).

S hybridizaci je v mnoha ptipadech spojeno také navazujici zpétné kiizeni (kiizeni
hybridii zpétné s jednim zrodicl), které vede ke genovému toku, a tak i obohaceni
genofondu rodi¢ovskych populaci. Takovou hybridizaci oznacujeme jako introgresivni

hybridizaci (Anderson, 1949).

Introgrese slouzi jako zdroj nové genetické variability, protoze ptindsi nové alely do
rodicovskych populaci. Tyto alely se potom preferencné hromadi na mistech nedavné
hybridizace, ¢imZ se d4 na zdkladé molekularné-genetickych dat odlisit variabilita nabyta
introgresi oproti variabilité pochéazejici z ancestralniho polymorfismu spolecného predka
obou rodict (shared ancestral polymorphy) - v takovém piipadé se budou vSechny alely

vyskytovat s podobnou frekvenci v celém arealu rozSiteni (Renfrew & Barbujani, 1994).

Introgresi ptfenesené alely mohou obohatit genofond rodicovskych druhli napf.
vnesenim konkrétnich alel pro adaptivni znaky, pfipadné mulZe introgrese ,,jen* zvySovat
variabilitu nékterych rodi¢ovskych populaci (Rieseberg & Wendel, 1993), coz miize mit
vyznam pro speciaci. Speciaci ve smyslu mikroevolu¢nich procestt v ramci rodi¢ovskych
druht, ¢i speciaci ve smyslu ustanoveni nového druhu z hybridniho roje (Suarez-Gonzalez et
al., 2016, Douglas et al., 2015). Na druhou stranu ale introgrese v n€kterych piipadech
zpusobuje jev zvany genetickd eroze (v anglické literatufe nékdy také genetic
swamping), ktery muze vést k vyhynuti vzadcnych druhii cestou genetického rozmeélnéni
v kontextu okolnich populaci pfibuznych druhtt (Wolf et al., 2001). Takovy pftipad
potom tieba citlivé uvazovat pfi ochrané druhu prostiednictvim kiiZeni jedincti drzenych v
zajeti, ktefi jsou velmi Casto introgresi postizeni, a dalsi kfiZzeni s volné Zijicimi jedinci mize

jesté snizovat Uroven ,,genetické Cistoty populaci (Ito et al., 2015). V botanice predstavuje



problém také genetickd eroze zpiisobena hybridizaci kultivovanych druhii s piibuznymi

vzacnymi nativnimi druhy (Mackova et al., 2018).

Kromé¢ zprostfedkovani toku genli mezi rodi¢ovskymi populacemi mohou mit hybridi
také vlastni evolucni vyznam. AC se v naprosté vétsin€ piipadd hybridni linie neprosadi -
hybridi bud’ nedojdou dospélosti, ¢i jsou sterilni a odsouzeni k vegetativnimu mnozeni ¢i
apomixii, ¢i po nckolika generacich dochazi k jejich rychlému roziedéni diky zpétnému
ktizeni srodi¢ovskymi druhy - mohou se za nékterych konkrétnich podminek naopak
prosadit oproti svym rodi¢iim a vytvofit hybridogenni druh. Tteba diky polyploidizaci, ktera
umozni obnoveni jejich fertility, nebo diky n€kterému specifickému fenotypovému rysu,

ktery jim umozni se rozsifit mimo rodi¢ovské niky (Flegr, 2009).

1. 3. Genovy tok

Genovy tok oznacuje piesun alel mezi populacemi (Flegr, 2009). Muze se jednat
o pfesuny alel v ramci riznych populaci jednoho druhu (naptiklad pomoci u Zivoc€ichli Casté
migrace jedincli napfi¢ populacemi, u rostlin k tomu muize dochdzet pomoci pfenosu
pylovych zrn nebo semen na dlouhé vzdalenosti), nebo o piesun alel mezi populacemi
riznych druhtll, k ¢emuz dochazi prostfednictvim hybridizace. Hybridi, jezZ v sob& snoubi
genofondy obou rodi¢ovskych populaci, potom mohou nékteré alely prvniho druhu pienést

zpét do druhého rodi¢ovského druhu.

Genovy tok je samoziejmé napti¢ druhy mozny pouze v piipadé, ze druhy tvoti fertilni
hybridy, a ti jsou dale schopni kiiZeni nejen mezi sebou, ale také s rodi€ovskym druhem.

Mezidruhovy genovy tok tak neni trividlni zélezitosti a mize selhat na spousté tirovni.

1. 4. Vnitini pFi¢iny netdspéchu hybridi

Pti studiu divergence, kterd mlize byt krokem k budouci speciaci, je vyhodné vyuzit
hybridizacnich udalosti jako studijnich systémii. Umozni totiz prizkum selekce v obou
smyslech, jak selekce exogenni (vyvolané ekologickymi parametry, interakci s prostfedim, ¢i
vnitropopulacni nebo mezipopula¢ni kompetici), tak endogenni (kterd odstraniuje jedince,

kteti jsou v jakémkoliv smyslu nefunkéni, dochéazi u nich k néjaké nekompatibilité genetické



¢i vyvojové, apod.). Hlavnim faktorem stojicim za divergenci muze byt klima, ale neni radno

podceniovat také vliv genového toku (Taylor et al., 2015).

1. 4. 1. Postzygotické reprodukéni bariéry

Jako postzygotické reprodukéni bariéry se oznacuji takové, které nastavaji az po vzniku
zygoty, tedy uspéSném oplozeni. V takovych rostlinnych systémech dojde k opyleni
1 oplozeni, ale poté selze néktery z vyvojovych krokl pfi vyvoji rostliny. Rostlina bud’ viibec
neni schopna vytvofit embryo, nedojde k vytvoreni ¢i vykliceni semene, ¢i rostliny sice

vykli¢i, ale jsou nezivotaschopné, ¢i sterilni.

Nejedna se ani tak o vlastnosti, které jsou predmétem selekce, a nejsou to tedy
reprodukéni bariéry, které rostliny samy vytvaieji, ale jde spiSe o kauzalni dopady spojeni
dvou rostlin, jejichz genomy nejsou kompatibilni a nevedou k vytvotfeni zdravé rostliny.
Rostliny do vytvoreni takovych potomkii vkladaji zna¢nou energii, kterd je ale promarnéna,
protoze jejich potomky jsou rostliny s nulovou (pokud viibec nevyrostou), ¢i zna¢né snizenou
(jsou-li omezeny jejich reprodukéni dovednosti) fitness. V selekci tak budou upfednostnény
rostliny, které neplytvaji prosttedky na vznik takovych potomk, tedy rostliny, které vytvori
uspé$né prezygotické reprodukéni bariéry (viz nize). To vSechno povede k evolu¢nim

krokiim znemoznujicim samotny vznik hybridi.

1. 4. 2. Bariéry ve vyvoji semene

Pro zdarny vyvoj semene jsou podstatné dva procesy - vlastni vyvoj embrya, kdy nesmi
byt naruSené¢ mitotické déleni (k cemuz mize dojit, pokud se rodicovské druhy lisi
karyotypem), ataké vyvoj endospermu, coz je triploidni podpirné a vyzivovaci pletivo

Vv sement.

Endosperm je triploidni, nebot’ obsahuje dvé sady chromosomii od matky a jednu od
otce. Tento pomér miize byt naruSen hybridizaci s odliSnym cytotypem a vyvoj endospermu
potom nemusi probihat bezchybné. Snadno se diky tomu da odhadnout, kterd kiizeni daji

vzniknout triploidnimu endospermu, a tak i zivotaschopnym hybridim.

Druhy Arabidopsis arenosa a A. lyrata (ptesnéji jeho evropsky poddruh A. lyrata

subsp. petraea, v jiném pojeti jako 4. petraea) jsou vdéénym objektem vyzkumu genového



toku a také vyzkumu vlivu polyploidizace na genovy tok, protoze se oba nachazi ve dvou
ploidnich urovnich a z pfirody zname jejich hybridy (to znamend, ze mezi nékterymi

kombinacemi ploidii tak musi ke genovému toku dochazet).

Zatimco kfizeni dvou diploidii je velmi slabé co do mozného genového toku, vysledky
ploidii 1 na tom, ktery z druhl je otcem a ktery matkou). Nejjednoduseji se uskutecituje
genovy tok na tetraploidni urovni (Lafon-Placette et al., 2017). To je fakt obecné znamy
i z ptfedchozich studii, ale teprve ve zminéné studii z roku 2017 byl nalezen mozny davod
inkompatibility u hybridi dvou diploidnich druhii v problémech s vyvojem endospermu

(Scott et al., 1998).

1. 4. 3. Zivotaschopnost hybridi a jejich fertilita

Podminkou genového toku je uspésna reprodukce, bez niz k prenosu alel nemuze
dojit. Prvni takovou podminkou je fertilita hybridi. Pokud totiz hybrid nebude fertilni (¢i
dokonce nebude ani Zivotaschopny), nebude schopen déle prenaset rodi¢ovské alely zddnym

smerem.

Hybridni rostliny jsou postaveny pred narocny ukol - realizovat genetickou informaci
dvou odlisnych druhd, to samoziejmé nemulize vzdy fungovat a hybridi jsou vystaveni velké
spousté potencialnich problémi z toho plynoucich a uplatitujicich se pfi vyvoji rostlin. Prvni
z nich byl jiZ zminén vyse, ale zname z ptfirody mnohem vice pfikladl, kde mohou hrat roli

1jina vyvojova omezeni, nez konkrétni situace zminéna vyse.

Napt. u rostlin druhu Arabidopsis arenosa, které se v ptirodé nachazi bud’ jako diploidi
nebo jako tetraploidi, byli n€kolikrat pfi cytometrii semen odhaleni triploidni jedinci (rostliny
tedy nemély problém s vyvojem endospermu a vznikla funkéni semena), ti ale téméf nikdy
nebyly odhaleni v pfirodé, ani pii experimentalni kultivaci (Kolafr et al., 2016a). Divodem je
ziejmé jejich neZivotaschopnost, kdy triploidi hynou jiz brzy po vykliceni. Neexistence
triploidii ve volné pfirod¢, jejich naprosta neschopnost uplatnit se v kompetici, je tak

ucinnym zpusobem, jak je branéno této cesté genového toku.



1. 4. 4. Triploidni blok

At jsou triploidi neviabilni, ¢i jen sterilni, vytvari pfekazku v genovém toku, ktera se
nazyva triploidni blok. Triploidi vznikaji jako potomci kiizeni diploidii a tetraploidl a jsou
tak ploidni Grovni, kterd mtze zajistovat genovy tok mezi diploidy a tetraploidy. V naprosté
vetsing jsou ale triploidi bud’ neviabilni ¢i sterilni, zpétna kiizeni tak nejsou mozna a ke

genovému toku nedochazi (Marks, 1966).

Tato situace je velmi typickd tam, kde doSlo k novému ustanoveni autopolyploidi.
Triploidni blok zabrani zpétnému kiizeni s diploidy, témét okamzité tak dojde k vytvoreni
reprodukéni bariéry mezi obéma ploidnimi irovnémi, a ob¢€ ploidni tirovné se tak mohou dale
vydat kazda jinou, vlastni, evolu¢ni cestou (Kdohler et al., 2010). Pfikladem muze byt situace
ve druhu Arabidopsis arenosa, ktery se nachazi jako diploid 1 jako tetraploid. Triploidi jsou
vsak velmi vzacni a ke genovému toku, ktery se ukazuje byt v nékterych ptipadech mozny,
tak musi dochézet jinou, komplikovanéjsi, cestou (napf. splynutim neredukované diploidni
gamety diploidni rostliny s redukovanou diploidni gametou tetraploida). (Schatlowski &
Kohler, 2012). Ne vzdy ale musi byt ndlez triploida svédectvim o styku dvou ploidnich
urovni (tfeba z rGznych populaci, ¢i v rdmcei smiSené populace). Triploidi mohou vzniknout
také splynutim diploidni (neredukované¢) s haploidni (redukovanou) gametou, a diky tomu
mohou byt odhaleni v €isté diploidnich populaci bez nutnosti kiiZeni s tetraploidni rostlinou

(pravé tato cesta se uplatiiuje pii vzniku triploida v populacich 4. arenosa).

1. 4. 5. Prezygotické reprodukéni bariéry

Vsechny vySe zminéné skutecnosti bychom mohli zatadit do skupiny postzygotickych
reprodukénich bariér, tedy do reprodukénich bariér, které se projevi aZ po vzniku hybridni
zygoty. Takové reprodukéni bariéry se nachazi u druhti, u nichZz se nepiedpoklada kontakt,
atedy ani opyleni. Tedy u druhti vyskytujicich se alopatricky. Pokud se druhy vyskytnou
neocekavané pospolu, dojde po delsi dobé (pokud nejsou hybridi pfili§ aspésni) k selekci ve
prospéch prezygotickych bariér. Rostliny tak uSetii prostfedky, které by jinak promarnily

v podobé¢ neviabilni ¢i sterilni zygoty.

V principu mezi takovou bariéru patii i alopatrie (druhy se mezi sebou vibec

nemohou kfizit, protoze jejich aredly jsou striktné oddé€lené). Pokud se druhy vyskytuji
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sympatricky, vyvinou se u nich prezygotické reprodukéni bariéry jiného druhu, napf.
v podobé upravy reprodukénich systém - vznik gametofytické ¢i sporofytické
inkompatibility, morfologicka odliSnost v kvétnich organech branici opyleni, specializace na
jinou skupinu opylovacii, apod. Takové reprodukéni bariéry mohou vést ke speciaci, a tedy

1 vzniku novych druhii (Husband & Sabara, 2004).

1. 5. Vnéjsi pri€iny neuspéchu hybridi

Vyse byly zminény vnitini pfi¢iny branici stabilizaci hybridni linie. Roli ale hraji také
vngjsi pficiny, zejména v reakci hybridi na podminky prostiedi. Dal§i vnéjsi piiciny
spocivaji ve vnitropopulacni kompetici.

Selekce proti hybridim znamend, Ze jsou v populaci v ramci vnitrodruhové (¢i
vnitropoppulaéni) kompetice upfednostnéni jedinci ,,Cistych® rodi¢ovskych linii oproti
hybridnim jedincim. Tieba z toho diivodu, Ze maji nizsi fitness oproti rodicovskym druhiim
(napf. proto, Ze jsou nedostatecné adaptovani na ob¢ niky rodi¢ovskych druhi a prostfedi jim
nenabizi vlastni niku, kde by mohli dominovat) (Coyne & Orr, 2004). Jedna se tedy o post-
zygotickou bariéru branici rozsifeni hybridni linie, ktera je pomérné€ bézné, pokud jsou obé
rodicovské linie rozsifené sympatricky. Podobné muze situace vypadat, i pokud dochazi
k selekci vyvolané né&kterymi vnéjSimi podminkami (parazitismus, herbivorie), kterym
hybridi snadze podléhaji. V kazdém z ptipadl sice hybridi stale vznikaji, ale selekci jsou
neustale odstrafiovani z populace (Gow et al., 2007).

Situaci velmi casto ovliviluje pravé nepfitomnost jiz vySe zminéné specialni
neobsazené niky, pak se mize stat, Ze 1 hybridi, ktefi se v laboratofi zdaji superiorni, ve volné

ptirod¢ podléhaji kompetici se svymi rodici (Hatfield & Schluter, 1999).



1. 6. Uspéchy hybridd

1. 6. 1. Polyploidizace jako moZnost prekonani bariér genového toku

Vyse jiz bylo naznaceno, ze jednou z cest, jak lze piekonat reprodukcni bariéru, je
polyploidizace, neboli celogenomova duplikace. Rozeznavame dvé jeji podoby, bud
allopolyploidizaci, kdy polyploid ma vice genovych sad, které pochézi od rtiznych druhd,

a nebo autopolyploidizaci, kterd vznika prostym znasobenim genovych sad jediného druhu.

Diivodem, pro¢ je vyhodné byt polyploid pii hybridizaci, je to, Ze mezi vyS§imi
ploidnimi trovnémi bude ke genovému toku dochézet podstatn¢ snadnéji (Lovkvist, 1956).
Muze tak byt napiiklad prekondna bariéra souvisejici s vyvinem endospermu (viz vyse).
Proto je hybridizace velmi Casto provdzena také zménou ploidni trovné - bud’ u jednoho
z rodict, ktery projde genovou duplikaci pted kiiZzenim s druhym rodicem, ktery je jiz

polyploidem, ptipadné muize dojit k polyploidizaci az po probéhnuti hybridizace.

V takovém ptipadé neni polyploidizace fesenim problému s reprodukéni bariérou, ale
je pro hybrida cestou, jak ptekonat problémy s neparujicimi se sadami chromosomil, a zajistit
si tak vlastni Zivotaschopnost (Hollister, 2015). Tomuto fenoménu se také nékdy fika

amfidiploidizace.

Neéktefi autofi se navic domnivaji, Ze polyploidiza¢ni udalost je zarukou rychlejsi
speciace, protoZze méni rozloZeni genové exprese a poskytuje geneticky material pro vznik
vyvojovych novinek (Adams, 2007). To mlze znateln€ urychlit mikroevolu¢ni procesy, a tak

1 hybridni speciaci.

1. 6. 2. Exogenni selekce ve prospéch hybridua

VySe jiz bylo naznaceno, ze v nékterych piipadech nemusi byt problém
s zivotaschopnosti a fertilitou hybridi a jedinym diivodem, pro¢ se hybridi neuchyti, je
selekéni vyhoda rodicl, resp. selekéni nevyhoda hybridi (viz odstavec o selekci proti

hybridiim v pfedchozi kapitole).

Tak to ale nemusi byt ve vSech ptipadech, v n€kterych ptipadech mohou byt hybridi
naopak superiorni vici rodicim. Dlvodem takové superiority muze byt napftiklad

fenotypické novinka, kterd jim mtze davat selekéni vyhodu. Mohou byt napiiklad odolné;si
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viuci neékterym abiotickym faktorim - napf. suchu. Ne&které znamé invazivni druhy také

ziejme dosahli svého uspéchu diky hybridizaci (Zalapa et al., 2010).

Hybridi se také mohou uchytit v nikach, které jsou rodi¢im nedostupné. V idedlnim
modelovém pifipadé miiZze existovat intermediarni nika, kde se budou preferencné uchycovat
hybridi. V podobné situaci se mohou ocitnout také allopolyploidi, ¢i nové vznikli
autopolyploidi - jedinou zarukou jejich evolu¢niho tspéchu je ekologickd divergence, tedy
obsazeni ekologické niky dosud nevyuzité rodi¢ovskymi druhy (druhem) (Soltis & Soltis,
2012).

Piikladem miZe byt ptibéh z &eledi Brassicaceae. Ve Spanélsku dochézi ke vzniku
ktizench mezi druhy Cardamine pratensis a C. raphanifolia. Ve vétSiné lokalit se nachazi
vSechny tfi typy rostlin (oba rodice i hybridi) pohromadé v hybridnim roji, uspotadané bez
jasnych zékonitosti. Jedna populace je ale vyjimkou - na lokalit¢ v prismyku Puerto de
Pajares se nachazi obvyklad smiSend populace, kromé ni se ale na disturbovan¢j$im habitatu
pobliz cesty nachazi také Cisté¢ hybridni subpopulace, sestavajici geneticky pouze z jedincii
s intermediarnim  fenotypem. To naznacCuje, Ze hybridi mohou nachazet vyhodu

v naruSovangjSich stanovistich, kde se rodic¢e normalné nenachazi (Lihova et al., 2007).

1. 7. Hybridni zony

Podoby hybridnich zén jsou znacné variabilni. Od Sirokych hybridnich zén s velkymi
misty pfekryvu rozSifeni hybridi a rodiCovskych druhi (n€kde jsou hybridi znaéné
zastoupeni az v podob¢ tzv. hybridniho roje (hybrid swarn)), az po velmi omezené hybridni
zony s hybridy pouze v misté pfimého styku rodi¢ovskych druhi (Gay et al., 2008; Arnold,
1992).

1. 7. 1. Unimodalni a bimodalni hybridni zony

Néktefi autofi vyvinuli vlastni metody déleni hybridnich zon. Jednim z nejjednodussich
je déleni takovych z6n na unimodalni a bimodalni. Nulovou hypotézu predstavuje
unimodalni hybridni zdna, to je takova hybridni zéna, v jejimz centru jsou zastoupeni hlavné

geneticky intermediarni jedinci (tedy ti, které bychom mohli nazvat pravymi hybridy). Oproti
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ni je slozit¢jsi hypotéza hybridni zoény bimodalni, v takové pievazuji jedinci podobni
rodi¢iim a mezi nimi je jen nékolik malo intermediarnich hybridi. V takové hybridni zoné
dochazi ziejmée k selekcei proti hybridiim, ptipadné hybridi nemaji vhodnou ekologickou niku,
kde by mohli zac¢it dominovat. Introgrese je v takovém piipad¢ témét neptitomna (Harrison
& Bogdanowicz, 1997). Tteti model predstavuje trimodalni hybridni zéna, kde jsou pfitomny
tfi rizné genotypy - intermediarni hybridni, dva rodicovské, a déale jsou pfitomni

introgresanti mezi hybridy a rodici (Gay et al., 2008).

Hybridni zény se mohou v priibéhu ¢asu ménit a posouvat. K takovému posunu muize
dochézet raznym zplisobem, podle prevazujicich ekologickych procesti (Barton & Hewitt,
1985). Jednim z divodli posunu hybridni zony mtze byt napiiklad selektivni vyhoda jednoho
ze zastoupenych druhti (Goodman et al., 1999). Dalsi diivody posunu hybridni zény mohou
byt samoziejmé také vnéjsi, mizou byt vyvolané napiiklad zménami klimatu a navazujicimi
posuny ekologickych nik. Takové zmény mohou byt hypoteticky vyvolané lidskou Cinnosti,
nebo mohou byt zplisobeny dlouhodobymi klimatickymi zménami (napt. zménami na konci

posledniho glacialu) (Taylor et al., 2015).

1. 7. 2. Molekuldrné-geneticka variabilita v hybridni zoné

Geneticky vzato se v hybridni zoné nachdzi nejméné tfi samostatné genotypy -
genotypy obou rodi¢ovskych druhil a nov€ vznikly hybridni genotyp, ktery by ale mé&l byt
kombinaci genotypti obou rodi¢ti. Hybridi pfimo vznikli kiizenim rodic¢t (F1 generace) by
potom méli mit intermediarni genotyp, hybridi F2 a dalSich generaci (generovani zpétnym
kiizenim) potom budou mit vétSi procento zastoupeni rodi¢ovského genomu. Genotypy
mohou byt snadno rozliSeny na zaklad¢ analyzy s programem Structure a stejny postup mize

byt pouzit k odliSeni rodict a introgresantt rizného stupné (Ito et al., 2015).

Pokud bude dostatecné¢ dlouho dochédzet k hybridizaci a navazujicicm zpétnym
kiizenim, da se ptredpokladat, Ze potom vznikne velmi plynuly gradient od rodict
k hybridiim, kdy populace ve stfedu hybridni zény budou intermedidrni, a jak se budeme
plynule po geografické skale blizit k polim hybridni zény, kde jsou umisténi rodice, bude
jejich podil v zastoupeni genotypl stale stoupat a zastoupeni genotypu druhého rodice se

bude snizovat.
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Zastoupeni genotypu je samoziejmé znacné nekonkrétni termin, ptfesnéji by mélo byt
hovoteno o frekvencich specifickych alel napfi¢ hybridni zénou. Tyto frekvence pak budou
také tvofit bud’ plynuly gradient (Slatkin, 1973), nebo bude gradient pietrhovany diky
probihajici disruptivni selekcei, resp. selekci proti hybridim (Gay et al., 2008), k introgresi
témé&i nebude dochazet (¢i jen ve velmi omezené miie). V takovém piipadé se bude hybridni
zona z molekularné-genetického nahledu blizit spiSe modelu bimodalni hybridni zony (viz

vyge).

1. 8. Velikost genomu

Béhem evoluce dochazi k hromadéni mutaci v genomu, a s tim souvisi také probihajici
chromosomové piestavby a oscilace poctu repetitivnich sekvenci. VSechny tyto zmény je
mozné odhalit a rekonstrukci jejich posloupnosti slozit dohromady historii studované

skupiny.

Takové zmeény je moZné odhalovat bud’ pfimo - napf. cytogenomickymi metodami,
které umozni ptesné zmapovat karyotypy piibuznych druhli a porovnat je mezi sebou, nebo
molekularné-biologickymi metodami, které ndm mohou naptiklad poskytnout podrobné

informace o repetitivnich sekvencich.

VSechny tyto zmény je ale mozné sledovat mnohem jednoduSeji, kvantitativné,
prostym souctem téchto zmén (inzerce ¢i delece velkych ¢asti chromosoml, vyrazny nartst
repetitivnich sekvenci, aj.) je totiz zména ve velikosti genomu, kterou je moZné snadno

a rychle zméfit pomoci pritokové cytometrie.

Pritokovd cytometrie je nendro¢nd, ale efektivni metoda, kterd se hojné pouziva
v rostlinné systematice pro detekci ploidni Grovné a méteni velikosti genomu (Kron et al.,
2007a). V dnesni dobé¢ jiz diky tomu zndme velikost genomu pro fadu rostlin a existuji také
snahy tyto tudaje katalogizovat, napi. v databazi Royal Botanical Garden v Kew

(http://data.kew.org/cvalues/).

Z vyse zminéného jasn€ vyplyva, Ze miZe dochazet k divergenci velikosti genomu
vramci speciace. Velikost genomu se tak d& pouzit pro detekci hybridl, samoziejmé

polyploidd, ale také tieba i druhti (Jedrzejczyk & Rewers, 2018).
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1. 8. 1. Evolu¢ni vyznam velikosti genomu

I pfes vySe zminéné pirednosti a pfes neustale piibyvajici mnozstvi studii je v principu
potad nejasné, jaky je evoluéni vyznam velikosti genomu a jejich zmén. Napf. u hmyzu je
znamo, ze velikost genomu muze korelovat se zpilisobem zivota - parazitické ¢i eusocidlni
druhy mohou mit jinou velikost genomu, nez jejich voln¢ Zijici pfibuzni (Ardila-Garcia et al.,

2010). Podobné¢ u rostlin byva velikost genomu asociovana s invazivnosti (Rejmanek, 1996).

U severoamerické Phalaris arundinacea bylo uvazovéano, ze ma znacn¢ mensi genom
v oblastech, kde se chova invazné, oproti oblastem, kde je ptivodni. S tim by souvisela také
vys$si rastova rychlost invazivnich druhi (Lavergne et al., 2010). Tato zjiSténi vSak byla
v pozdé&j$i studii vyvracena a mezi invazivnosti a velikosti genomu nebyla nalezena zadna
prokazatelna korelace (Martinez et al., 2018). U stejného druhu v Japonsku jsou ale veliké
genomy prokazatelné vlastni rostlindm, které jsou pokladany za nejptivodnéjsi v oblasti,
a neobvyklé (a zfejmé neptvodni) genotypy maji velikost genomu mensi (Akiyama et al.,
2015). Pokud je problém stanovit trendy ve velikosti genomu v rdmci jednoho druhu, o to

naro¢ngj$i bude snazit se nalézt néjaké trendy platné pro vSechny rostliny.

Skutecnost, ze velikost genomu mezi rdznymi skupinami organismi v zasadé
neodpovidd komplexité organismu (resp. o¢ekavanému poctu genll) a evoluénimu stari, je
popsand tzv. C-value paradoxem (Thomas, 1971), z n€hoz vyplyva, ze ditvody pro fluktuace
ve velikosti genomu musi byt zplisobené nécim jinym nez evoluénim stafim nebo
komplexitou. Tato skutecnost samoziejmée znejistuje tvorbu jakychkoliv hypotéz. Otazkou
totiz zlistava také to, zda se velikost genomu méni spiSe ndhodné (vlivem napt. hromadéni

selekéné nepodstatnych usekit DNA), nebo zda miize hrat roli v evoluci, a byt tak z né¢jakého

davodu predmétem selekce.

Zajimavosti je, Ze se mezi rostlinami obecné nachdzi fada druhti s extrémné malymi
genomy (Ibarra-Laclette et al., 2013), ale také rekordman ve velikosti genomu mezi
eukaryoty, jimz je Paris japonica (Melanthiaceae) (Pellicer et al., 2010). Zpisoby, jak takové

extrémni genomy vznikaji, jsou komentovany v zavéru tohoto oddilu.

Krom¢ variability velikosti genomu mezi druhy, je tfeba také uvaZovat velikost
genomu a jeji rozdily na Grovni jediného druhu. I v takovém systému je leckdy mozné odhalit

dil¢i zékonitosti, které mohou pomoci pfi rekonstrukci fylogeneze. Napiiklad pti studiu
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velikosti genomu v druhu Helianthus deserticola byla zjisténa variabilita velikosti genomu
napii¢ populacemi az 10 %. Populace s nejmensi velikosti genomu se nachazely v odlehlé
nejjiznéjsi ¢asti aredlu a byly pravdépodobné z fylogenetického hlediska nejstarsi (Baack et

al., 2005).

1. 8. 2. Mechanismy dynamiky velikosti genomu

V dnesni dobé& je obecné piijimanou predstavou, ze velikost genomu nejvice ovlivituje
dynamika repetitivnich sekvenci. Repetitivni sekvence jsou v podstaté dvojiho typu, jedna se
bud’ o tandemové repetice (takzvané satelity), nebo o transponovatelné elementy. Tyto
oblasti genomu byly dfive povazovany za tzv. junk DNA, dnes je ale rozSifena spiSe
pfedstava, Ze mohou mit regulacni funkci, protoze mohou byt v blizkosti kddujicich genii

a ovlivitovat jejich funkci i evolu¢ni osud (Dodsworth et al., 2015).

Aktivity transponovatelnych elementll i satelith mohou vést ke zménam genové
exprese, coZz muze mit nepiiznivé efekty na fenotyp. Rostliny se takovym ucinkim brani
zejména genovym silencingem, realizovanym prostiednictvim malych RNA a jimi
pusobenych methylaci a podobnych epigenetickych modifikaci (Matzke & Mosher, 2014),
nebo pomoci histonovych modifikaci. To mize vést k hromadéni inaktivnich repetitivnich

sekvenci, a tak 1 k plizivému nartstu velikosti genomu.

Transponovatelné elementy a jejich piepisovani muze vést k naruSeni struktury
chromosomil, mize generovat chromosomové piestavby, relokace centromer, apod. Takové
udalosti mohou mit dale vliv na velikost genomu (Bennetzen & Wang, 2014) a kromé toho
mohou vést ke ztratdm, ¢i duplikacim gentl, coz hraje vyznamnou roli v evoluci (Mandékova

& Lysak, 2018).

Spise pro poradek je vhodné na tomto misté zminit, Ze diky svému vlivu na genovou
expresi jsou transponovatelné elementy, podle nékterych autorii, také hnaci silou stojici za
fenotypickou plasticitou rostlin (Lisch, 2013). Mizeme se pak jen domnivat, zda jsou
morfologické gradienty korelujici s gradientem velikosti genomu zplsobené kauzalitou (za

niz stoji tieba to, Ze je oboji vysledkem funkce transponovatelnych elementi), ¢i se jedna jen
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o ndhodu, protoze jak na velikost genomu, tak na morfologické znaky plsobi shodné

exogenni selek¢ni tlaky (Oney-Birol & Tabur, 2018).

Co se tyce extrémné velkych genomdu, které byly zminény v uvodu tohoto oddilu,
nejvyznamngj$imi silami, stojicimi za jejich vznikem i udrzenim, jsou zfejmé absence
vyznamnych deleci spolu se slabou vymeénou transponovatelnych elementti (Dodsworth et
al., 2015). U extrémné malych genomu, naptiklad u masozravé rostliny Utricularia gibba, je
celkovy pocet genli piiblizné stejny jako u ostatnich rostlin, doslo ale k velikému omezeni
nekodujicich sekvenci, a je zde pfitomno velmi malo transpozontl, které jsou navic inaktivni
(Ibarra-Laclette et al., 2013). Transpozony se tak ukazuji byt moznymi fluktua¢nimi silami,

které stoji za C-value paradox (viz vyse).

1. 8. 3 Velikost genomu v hybridni zoné

Velikost genomu piedstavuje, jak jiz bylo poznamenano vySe, velmi uzite¢ny nastroj
pro detekci hybridl. Pokud se totiz hybridi 1iSi velikosti genomu, dé se pfedpokladat, ze F1
hybrid bude mit velikost genomu intermediarni. To plati o hybridech vzeslych z homoploidni
hybridizace. U rostlin vzeslych z hybridizace nasledované celogenomovou duplikaci, je pak
mozné odhalit pfislusné rodice prostou rovnici, kdy soucet velikosti rodicovskych genomut
bude odpovidat pfiblizn€ velikosti genomu hybrida. Tak se d4 velikost genomu vyuZit pro

analyzu piivodu allopolyploidii (Slenker et al., 2018).

Takovy, pomémé hruby, pfistup samoziejmé nedovoli naplno odhalit jemné nuance
provazejici ustanoveni hybridnich druht. Proto je vyhodné pii studii allopolyploide sledovat
nové vzniklé, uméle vytvoifené hybridy v experimentilnich podminkach, které castecné

odstinuji naptiklad efekt selekce a abiotickych faktorti prostiedi.

Pti studii provedené na ktizencich rodu Helianthus, byly pozorovany oscilace velikosti
genomu, které nemély jasny trend se vzrlstajicim stupném zpétnych kiiZzeni. Takové oscilace
genomu mohou byt zplisobené zvySenou aktivitou transposomalnich elementti, které mohou
svou aktivitu zvySovat v hybridech F1 generace, v dalSich kolech kiiZeni se pak muze jejich
aktivita snizovat, piipadné opé¢t zvySovat. Sily stojici za opakovanymi oscilacemi velikosti

genomu ale v ramci této studie nebyly odhaleny (Baack et al., 2005). Podle zavéru autort
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neni jisté, Zze hybridizace stoji za zvétSenim velikosti genomu v rodu Helianthus v ptirodnich
podminkach. V soucasné dob¢ je tak otazka dynamiky velikosti genomu v hybridnich zénach

stale podceniovanym a neprozkoumanym tématem.

1. 8. 4. Velikost genomu a polyploidizace

Nekteré z aspektt evoluce allopolyploidt byly jiz zminény vySe. Pfi uvazovani evoluce
nejen velikosti genomu, ale obecné evoluce genomu u polyploidl, je tieba uvazovat
o zakladnim cyklu, kterym prochazi vSechny rostliny, jez prosly celogenomovou duplikaci.
V pribéhu historie rostlin doslo k nékolika celogenomovym duplikacim, které byly pro
vSechny rostliny spole¢né. IvySe zminéna Utricularia gibba proSla nejméné tfremi koly
celogenomové duplikace (Ibarra-Laclette et al., 2013), od téchto udalosti ale opét prosla
procesy tzv. diploidizace, tedy zjednodusovani azmenSovani genomu, kdy se
z polyploidniho genomu stdva opét genom funkéné diploidni (Mandédkova et al., 2010). To
tedy ptfedstavuje jisty trend smérem ke zmenSovani genomu a dale 1 snizovani
chromosomového poctu u dobtfe zavedenych polyploidnich linii. Jakd je ale evoluce genomu

thned po polyploidizac¢ni udélosti?

Da se predpokladat, ze u allopolyploidii budeme sledovat stejné trendy jako u hybridu,
dojde tedy k vychyleni dynamiky transponovatelnych elementi, které povede k jejich
vétSimu hromadéni, a tak i ke zvétSovani genomu u F1 hybridi. Jak se bude hybridni druh
ustanovovat, bude se ustanovovat i velikost genomu, kterd ale nemusi byt na konci rozhodné

stejna jako u diploidnich piedkt (Spaniel et al., 2018).

Studie na rodu Nicotiana, ktery je dobie prozkoumanym modelovym druhem a navic
zného zname velké mnozstvi polyploidizacnich udalosti (Clausen, 1941), ukazala, Ze
v nékterych ptipadech maji polyploidi vétsi genom nez jejich rodice, a v nékterych piipadech
je situace zcela opacnd. Pozoruhodné je, Ze nékdy mizeme sledovat opacny trend i u hybrida
vzniklych piivodné v evoluci kombinaci stejnych rodiCovskych druhi. Molekulérni studie,
které byly na rodu Nicotiana provedeny a které zkoumaly ustanoveni polyploidi, ukazaly, ze
vychylky ve velikosti genomu od rodi¢ovskych diploidnich druhii jsou zplisobeny zménami
v zastoupeni repetitivnich sekvenci riznych typil a také intergenomickymi translokacemi.

Byla odhalena mozné zakonitost mezi rychlosti vymény ancestralnich repetitivnich sekvenci
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za nov¢ a vzrustem velikosti genomu. Naopak s poklesem velikosti genomu mozna souvisi
zachovavani ancestralnich repetitivnich sekvenci. To jsou zifejm¢ mechanismy, které ptisobi
také u nepolyploidnich a nehybridnich druht, ale polyploidizace a nésledny regulacni chaos
vzesly ze vzajemného pilisobeni dvou odlisSnych genomii na sebe navzijem muze tyto

bouflivé jevy urychlovat (Comai, 2005).

Hodné zaznamenani je také tvrzeni, Ze u velmi mladych polyploidi spiSe nedochézi
k vyraznym ztratdm DNA, zatimco u starSich polyploidi je ztrdta DNA mnohem castéjsi. To
nahravd myslence, ze prvnim zdmérem nové vzniklého polyploida je spiSe konzervovat
a zachovat genetickou informaci obou rodi¢h tak, jak byla, vypofadat se s nastrahami
redukéniho déleni pii  vétSim poctu chromosomti (pfipadn¢ vzniku tetravalenti
u autopolyploidil), a az poté, po ziskani jisté stability, je mozné nastoupit pomalu proces

diploidizace (Leitch et al., 2008).

1. 9. Modelovy systém
Rod Arabidopsis L (Brassicaceae)., ktery v souCasném pojeti zahrnuje také tadu
druhti patticich diive do rodu Cardaminopsis nebo Arabis, obsahuje skupiny, které jsou

idedlnimi modelovymi objekty pro studium hybridizace, introgrese a polyploidni speciace.

Velkou vyhodu ptedstavuje dobrd znalost genomu A. thaliana (L.) Heynh.a velké
mnoZzstvi informaci, kter¢ byly o tomto druhu ziskany béhem fady molekularné-
biologickych, fyziologickych 1 jinych studii, které na ném byly provedeny. Kromé toho je
také k dispozici referen¢ni genom druhu A. lyrata (L.) O'Kane & Al-Shehbaz, ktery se da
pouzit pro anotaci genetickych sekvenci nékterych dalSich druht, napt. 4. arenosa (L.)

Lawalrée (Hu et al., 2011).

Mimo diploidniho A. thaliana se v rodu nachazi vyznamny ¢isté diploidni druh -
A. halleri (L.) O'Kane & Al-Shehbaz, déle dva Siroce rozsifené druhy, které se vyskytuji jako
diploidi a tetraploidid - A. lyrata a A. arenosa. Zndme take tii malé¢ druhy s omezenymi
arealy rozsifeni - v Italii se nachdzi diploidni A. pedemontana (Boiss.) O'Kane & Al-
Shehbaz, jemu je blizce ptibuzny francouzsky 4. cebennensis (DC) O'Kane & Al-Shehbaz (k

tomuto druhu jsou k dispozici jen neptesvédcivé udaje o poctu chromosomt, podle nichz by
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druh mohl byt triploidni (Koch et al., 2008)). V Bosn¢ a v Chorvatsku se nachazi diploidni A.
croatica (Schott) O'Kane & Al-Shehbaz (Al-Shehbaz & O’Kane, 2002).

Arabidopsis thaliana tvori sesterskou skupinu vSem ostatnim druhtim. Jeho specifické
postaveni v rdmci rodu se odrazi i v odliSném karyotypu. V diploidnim stavu ma totiz 10
chromosomil, zatimco ostatni vySe vyjmenované druhy maji coby diploidi 16 chromosom,
to je ostatn¢ 1 diivodem, pro¢ ma tak maly genom, zcela v souladu s mechanismy zminénymi

vyse (Lysak et al., 20006).

1. 9. 1. Hybridizace v rodu Arabidopsis
V rodé€ rozeznavame dva relativné staré a stabilni druhy hybridniho pGivodu. V obou

ptipadech se jedna o allotetraploidy s alesponl jednim diploidnim rodic¢em.

Arabidopsis suecica (Fr.) Norrl. ex O.E.Schulz je skandinavsky druh. Analyza
jadernych mikrosateliti ukdzala, ze se jedna o tetraploidy vzniklé kifizenim A. thaliana
a A. arenosa. Piedpokladalo se, Ze druh vznikl béhem jediné, unikatni udalosti, kterd nastala
ziejmée pied ustupem glacialu (Jakobsson et al., 2006), nicméné posledni studie (Novikova et
al., 2017) poukazuje na jeho vicendsobny ptivod. Po tustupu glacidlu potom druh sledoval
ustup ledu a S$ifil se severnim smérem, tedy do mist, kde se jiz druh A. thaliana bézné
nevyskytuje. I proto se da predpokladat, Ze v tomto systému jiz k hybridizaci nedochazi,
jedna se o stabilni, dobfe ustanoveny, systém a hybridogenni druh si zaslouZi byt rozeznavan

jako samostatny druh i1 taxonomicky (Jakobsson et al., 2006).

I druhy hybridogenni druh, 4. kamchatica (DC.) K. Shimizu & Kudoh, je stabilni druh,
ktery je dobfe molekularn€ odlisSeny od svych rodict, kterymi jsou v tomto ptipad€ 4. halleri
a A. lyrata (coz jsou druhy, mezi nimiz byl pozorovan genovy tok, a tak existence takovych
hybridli nemize byt prekvapenim). Jedna se také o allotetraploida, ktery vznikl kiiZzenim
dvou diploidd, po kterém navazovala celogenomova duplikace. Tento druh je samosprasny,
narozdil od svych rodi¢i. Vznik samospraseni je velmi Casto také dasledkem celogenomové
duplikace a mize byt jednou zcest, jak polyploidi fesi pfipadné reprodukéni bariéry

(Barringer, 2007). Druh byl pivodné rozeznavan jako poddruh A4. lyrata, se kterym ho poji
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zna¢nd morfologickd podobnost, ale v dneSni dobé se vymezuje jako samostatny druh

A. kamchatica (Fuji et al.).

U A. kamchatica se rozlisuji dva poddruhy, které se zna¢né li§i aredlem rozsifeni -
A. kamchatica subsp. kamchatica se na chazi ve vychodni Asii a zasahuje az na Aljasku.
A. kamchatica subsp. kawasakiana se nachazi v Japonsku, kde roste zejména na pis€itych
biotopech pfi pobfezi. Oba poddruhy se nevyskytuji v sympatrii, jedna se o zcela izolované
skupiny a také jejich vznik byl zcela nezavisly a stoji za nim nejméné dvé samostatné
polyploidiza¢ni udalosti. Dal$i odlisnost je v zivotnim cyklu - japonsky poddruh je jednolety,

zatimco jeho vychodoasijsky analog je vytrvaly.

V soucasné dobé& stile probihd genovy tok mezi 4. kamchatica a A. lyrata, coz
potvrdila analyza haplotypt, kterd prokdzala v genomu A. kamchatica haplotypy A. lyrata,

které ovSem nemohou pochazet z pivodni hybridizace (Shimizu-Inatsugi et al., 2009).

Mezi nékterymi dalSimi druhy rodu Arabidopsis usuzujeme na introgresivni
hybridizaci, byt se zatim hybridi nezdali byt natolik vyznamnymi, aby odlvodnili svou
existenci coby samostatny rostlinny druh. Introgrese je dobie znamé mezi druhy A4. arenosa
aA. lyrata a je predpokladana také mezi druhy A. lyrata a A. halleri (v Asii utvotily

zivotaschopné fertilni hybridy), které se ve stfedni Evropé Casto vyskytuji v sympatrii.

Arabidopsis arenosa a A. lyrata (Obrazek 1) jsou dva dobfe vymezené avSak navzijem
ktizitelné druhy, které navic produkuji zivotaschopné hybridy. Nutno vSak podotknout, ze
tito hybridi jsou omezeni jen na nékolik izemi ve stiedni Evropé, protoze jinak se tyto druhy

na vetSing svého aredlu rozsifeni nepotkavaji.

Obrazek 1. Vlevo Arabidopsis arenosa, vpravo A. lyrata. Autorka fotografii: Roswitha E. Schmickl
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1. 9. 2. Arabidopsis arenosa

Arabidopsis arenosa je fenotypicky znacné plasticky druh, ktery se vyskytuje na
Sirokém rozpéti biotopt od nizin az po vysokohorské oblasti. Co do rozsifeni je znamo, ze
centrum diverzity i misto pivodu druhu se nachazi v Karpatech, z nich se ale druh po
poslednim glacialu rozsifil na Balkan, do stfedni Evropy a také az k Baltskému mofi. Druh se
nachazi ve dvou ploidnich trovnich, na vétsiné aredlu je tetraploidni, diploidi se roztrousen¢

nachazi v Karpatech, na Balkdn¢ a u Baltského mote (Kolaf et al., 2016a).

V soucasné dobé se usuzuje na jedinou polyploidizaéni udélost, ktera dala vzniknout
vSem tetraploidnim populacim. Zoény styku obou cytotypd jsou znamé v Karpatech a ve
Slovinsku. Z téchto oblasti zname nékolik smiSenych populaci, kde se nachazi ob¢ ploidni
urovné dohromady a zfejmé& mezi nimi dochazi ke genovému toku, byt jsou triploidi, skrz
néz by ke genovému toku dochézelo, velmi vzacni a z pfirody je témét nezname. Diivodem
je zfejm¢ jejich nevyhoda v exogenni selekci, kde podléhaji kompeticné silnéjSim
a stabilngj$im diploidim a tetraploidim. Triploidni rostliny jsou totiz v experimentalnich
podminkach nejen zivotaschopné, ale také fertilni. Ke genovému toku mezi ploidnimi
urovnémi nicméné i pres jejich nizkou frekvenci vyskytu sporadicky miize dochazet ((Kolaf

et al., 2016a).

Mezi obéma ploidnimi trovnémi nedochazi k segregaci podle néjakého ekologického
gradientu, ob¢ ploidni Urovné se nachazi napti¢ riznymi habitaty a nejde tu sledovat Zadnou
jasnou zavislost. Vyjimku piedstavuje specificky ptipad tzv. ,,Zelezni¢niho tetraploida®, ktery
se velmi rychle §ifi Evropou a je vazany na habitaty spojené s lidskou ¢innosti, jak ostatné
naznacuje uz jeho neformdlni nazev. Tato linie je v souc¢asné dobé vazana témét vyhradné na
zeleznici a po ni putuje po stiedni Evropé (v soucasné dob€ se nachazi jiz v severnich
Cechéch) adale jeji kroky ziejmé povedou az do severni ¢asti kontinentu. Divodem
takového uspéchu jsou jisté fyziologické adaptace, napt. ztrata vernalizace, ktera znacné
urychluje jeji Zivotni cyklus, a dale schopnost 1épe odolavat nékterym stresovym faktorim

(Baduel et al., 2016).

Ekologicky specifické jsou naopak jednotlivé polyploidni linie, které se nachazi
v riznych nadmotiskych vyskach a teplotnich rozmezich. Jakékoliv studium adaptivnich

fenotypovych znaka je nicméné u téchto rostlin komplikované, diky jiz zminéné znacné
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fenotypické plasticité. Rostliny jsou diky ni také variabilni v nékterych znacich zivotniho
cyklu, coz jim umoznuje obsazovat pestiejsi Skalu habitat. Mizeme hovotit dokonce o dvou
dobie oddélenych ekotypech - nizinném a horském. Nizinné rostliny jsou téméf plevelné,
vytahlé, maji urychlenou fenologii; zatimco horské rostliny jsou velmi kompaktni, maji
sukulentni tendence a nachézeji se v extrémnim prostfedi s niz§i kompetici (Kolar et al.,

2016b).

1. 9. 3. Arabidopsis lyrata

Arabidopsis lyrata podle soucasného pojeti zahrnuje dva taxony, které se 1isi svym
roz§ifenim a také nékterymi charakteristikami reprodukénich systémil. Poddruh A. lyrata
subsp. lyrata (podle n€kterych, pfevazné evropskych autorii, pouze 4. lyrata) se nachazi
v Severni Americe a je ryze diploidni. Zvlastnosti je, Ze v n€kterych okrajovych populacich
bylo pozorovano samospraseni (z jinych oblasti vyskytu druhu takovou situaci nezname), coz
je jev jinak v celém rod¢ Arabidopsis nepozorovany (s vyjimkou A. thaliana, ale o jeho

exkluzivnim postaveni jiz bylo psano vyse).

V evropské casti aredlu rozsiteni druhti hovoiime o poddruhu A. lyrata subsp. petraea
(podle evropskych autor také A. petraea). Ten se nachazi prevazné cirkumarkticky (na
Islandu, ve Skandinavii a dale na Sibifi), ale zname také reliktni populace ve stfedni Evropé.
Je znamo, Ze severoevropské a sttedoevropské populace jsou navzdjem znaéné geneticky
izolované (s vyjimkou komplikovangj$i situace na Islandu, kde se nachazi genotypy
odpovidajici obéma liniim) (Ansell et al., 2010, Clauss & Mitchell-Olds, 2006). Zde je
centrem rozsifedni zfejm¢ Rakousko, ale druh se dale nachazi v Cechach, na Moravé,

v Némecku a Mad’arsku.

Co se ploidnich trovni tyce, tak na vétSin€ svého euroasijského rozsifeni se nachézi
A. lyrata subsp. petraea jako diploid. Ve stfedni Evropé se nachéazi také tetraploidni
populace. VétSina takovych populaci se nachazi v mistnim centru diverzity v Rakousku,
nékteré tetraploidni populace ale byly nalezeny i v dalsich uzemich (Ceska republika,
Némecko). Zaznamenané ploidni urovné tvoii pomérné nejasnou strukturu a neni jisté, zda

jsou tetraploidni populace produktem jedné nebo vice polyploidizac¢nich udélosti. VyfeSeni
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této otazky a obecné otazky fylogeografie A. lyrata bude jednim z témat mé budouci

dizertacni prace.

1. 9. 4. Stiredoevropska hybridni zona

Vyznamnd zdéna styku obou druhti se nachazi ve stfedni Evropé, kde do rozsiteni
alpské linie druhu Arabidopsis arenosa zasahuje reliktni izemi druhu 4. lyrata, v Rakousku.
Alpska linie A. arenosa se rozprostird od zapadu, zzemi s vys$S§i nadmotiskou vyskou
a drsné¢jSim, alpinskym klimatem, zatimco 4. lyrata ptichazi z Panonie, z oblasti s nizsi

nadmotskou vyskou i mirn€jsim klimatem.

Na styku obou druhti, v oblastech, které jsou intermedidrni v rdmci vySe zminénych
abiotickych gradientl (zejména klimatickych), se nachézi rostliny, u kterych pfedchozi studie
prokézaly urcity stupenn introgrese (Schmickl & Koch, 2011). Nachazi se tu celkem dvé
oblasti s hojnym vyskytem ptedpokladanych hybridi (Obrazek 2). Prvni se nachazi v oblasti
Wachau a druhd v predhtii Alp (Voralpen). Situace v oblasti Wachau je komplikovanéjsi,
protoZe tu jiz neni kontaktni zona, jako v pfedhiii Alp, a situaci navic komplikuje gradient
v horninovém slozeni podlozniho substratu. Oproti tomu je v predhifi Alp situace
jednodussi, protoZe se tu jedna o prosty klimaticky gradient. Ma diplomova prace se bude
zabyvat pouze oblasti pfedhiifi Alp, byt mame k dispozici i data z oblasti Wachau, ta ale
nakonec nebyla do prace zahrnuta. Vzhledem k omezenému rozsahu této prace jsem se
rozhodl nakonec zabyvat pouze jednodussi a ptimocatejsi situaci v predhiii Alp. Oblast
Wachau bude zahrnuta v ramci planované disertac¢ni prace a poznatky ziskané v této studii

budou slouzit jako vychozi a srovnavaci material.

Hybridi se tu nachazeji mezi rodicovskymi druhy a ptredpokladdme, Ze rostou
v intermedidrnich podminkéach, zfejmé pod vlivem selekéniho tlaku, ktery na pdlech

zminéného Gzemi zvyhodiuje Cisté rodicovské populace.
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Ax A. arenocsa

Wachau

4% Iyr'ata'ﬁke hybrid
gengtypes

Wienerwald

4x A. lyrata

Blef) xp

4x A, arenosa

2% A lyrata

Predhafi Alp

Obrazek 2. Rozsiteni druhd A. arenosa (zelend) a A. lyrata (diploidi modie, tetraploidi zIuté)
v Rakousku. Hnéd€ je vyznaceno rozsiteni potencialnich hybridd. Autorka nacrtu: Roswitha Schmickl, uprava

Jakub Hojka.

Ptedchozi studie provedené v dané oblasti zahrnovaly zejména snahy popsat
genotypovou a cytotypovou variabilitu. Bylo prokazano, ze se tu nachazi vyhradné

tetraploidni 4. arenosa, zatimco A. lyrata se tu nachazi coby diploid i tetraploid, byt

tetraploidi byli dlouho piehliZeni (Polatschek, 1966).

Hybridni populace jsou tetraploidni, jednd se tedy ziejmé o allotetraploidy. Otazkou
zustava, zda doSlo k hybridizaci s 4. lyrata na diploidni, nebo tetraploidni Grovni. Co se
hybridiza¢ni udalosti tyce, poprvé k ni doslo ziejmée kratce po ustupu posledniho glacialu.
Provedend analyza jadernych mikrosateliti nicméné naznacuje, Ze se v oblasti nachazi jak
velmi staré¢ hybridni linie, tak i podstatné mladsi linie, ke vzniku hybridt tedy zfejmé doslo
opakované a i po jejich vzniku stale dochazelo ke zpétnym kiizenim s rodici, a tak 1 ke

genovému toku. Byl prokazan jednosmérny genovy tok z A. aremosa (donor pylu) do
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A. lyrata (akceptor) - podobné jednosmérné genové toky jsou znamy i z ostatnich hybridnich

taxonil v rodu Arabidopsis (Schmickl & Koch, 2011).

Pro detailni porozuméni jeviim v oblasti je tieba jednak navysit pocet zahrnutych
populaci, a ziskat tak informace o genotypu v jemné&jSim rozliSeni, za druhé zkusit na
hybridni zénu uplatnit metody, jejichz potencidl zde dosud nebyl naplno vyuzit -

morfologickou analyzu a analyzu velikosti genomu.

1. 9. 5. Taxonomické FeSeni rakouské situace

Morfologickd analyza, za vyuziti metod distan¢ni morfometriky, miize také ukazat,
nakolik by bylo legitimni ustanovit hybridni skupiny jako samostatny druh (podobné jako
u A. suecica a A. kamchatica). To by vyzadovalo kongruenci morfometrickych,
cytometrickych i molekuladrné-biologickych parametrii. Otazkou také zistava, zda je mozné
v oblasti bezpe¢né¢ morfologicky rozlisit rodicovské taxony, vzhledem k vysokému stupni
obousmérné introgrese. Standardni urcovaci pfirucky uvadi dva podstatné znaky pro
determinaci rodi¢ovskych druhti - lalo¢natost druhého stonkového listu (u 4. lyrata nedélany,
u A. arenosa déleny) a stupenn vétveni trichomd na adaxidlni strané rtzicovych listd —
u A. arenosa byvaji ptitomny 1 trifurkatni trichomy, zatimco u A. lyrata jsou ptitomny pouze

jednoduché (vzéacné vidlicnaté) trichomy (Slavik, 2002, Al-Shehbaz and O’Kane, 2002).
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1. 10. Kladené otazky
» Jaké je genetické slozeni studovanych populaci? Existuje zde gradient introgrese? Jsou

hybridi geneticky intermedidrni nebo jsou podobni nékterému z rodic¢t?

* Jaka je podoba hybridni zoény (je uspotfadana podle pievazujiciho ekologického gradientu,

¢i ma mozaikovity charakter)?

* Do jaké miry odpovidéa genetickd variabilita introgresni zony jeji morfologické variabilité?

Vykazuji hybridi s intermedidrnim genotypem v nékterych znacich intermedidrni fenotyp?

« Jaka je stabilita morfologickych znaki rodi¢ovskych druht? Do jaké miry jsou platné dosud
pouzivané morfologické determina¢ni znaky uvadéné v urCovacich ptiruckach? Je tieba tyto

znaky definovat znovu a jinak?

» Jakd je evolu¢ni historie druhu A. lyrata subsp. petraea ve studované lokalité? Jsou
pritomné autotetraploidni linie vysledkem jediné polyploidiza¢ni udalosti, nebo jich bylo

vice?

« Jaké trendy ve velikosti genomu miizeme pozorovat v oblasti?

* Pokud budou vypozorovany néjaké trendy (genetické, morfologické, ve velikosti genomu),
jsou tyto v korelaci s ekologickymi gradienty (teplota, srazky, nadmotskd vyska, zemépisna

Sitka, substrat)?
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2. Metodika

2.1. Rostlinny material

Do prace bylo zahrnuto celkem 588 jedinct dvou druhti rodu Arabidopsis (A. lyrata
a A. arenosa) a jejich potencidlnich hybridi z 26 populaci. Jedna se zejména o podrobné
sbéry potencialné hybridnich rakouskych populaci v predhtii Alp a nasledné blizce se
vyskytujici rodicovské populace (Obrazek 7). Sbéry byly provedeny ve tfech po sobé
jdoucich letech (2016-2018).

Populace byly vytipovany pomoci dostupné literatury, dochovanych herbarovych polozek ve
vefejném herbaii pfirodovédného muzea ve Vidni (W) ana zdkladé¢ ptredchozi prace
konzultantky (Schmickl & Koch, 2011). Ne¢které populace byly vytipovany zcela nové na
zéklad¢é znalosti preferovanych stanovist’ studovanych druhti a studia druzicovych snimku

ptilehlych oblasti ke zndmym lokalitdm.

Kazdé stanovisté bylo vyfotografovdno, soutfadnice vSech lokalit byly zaméteny
pomoci GPS a byly zaznamenany 1-3 fytocenologické snimky o rozméru 2 x 2 metry. Pfi
snimkovani byla pouzita metodika zaloZzen4 na principech curySsko-montpellierské Skoly
(Braun-Blanquet, 1964) s pouzitim devitistupiiové Skaly pokryvnosti a pocetnosti (Van Der

Maarel & Westhoff, 1973). Také byla fadoveé odhadnuta velikost populace Arabidopsis.

Na kazdé lokalit¢ bylo odebrano 10-20 jedinci Arabidopsis pro morfometrické
analyzy a dalSich ~ 10-20 pro cytometrické a molekularni analyzy. K rozdé¢leni rostlin do
dvou datovych soubort bylo ptikro¢eno z diivodu, Ze studované rostliny byvaji velmi drobné,
pokud by z takovych rostlin byl odebran potfebny objem materidlu pro molekularni analyzu,
nebylo by na nich jiZ mozné provést morfometrickou analyzu. Rostliny byly vybirany tak,
aby pokryly cely populaci vymezeny aredl. Byly sbirdny ndhodné&, alesponn metr od sebe, pfi
sbéru nebylo pfihliZzeno k velikosti rostlin, poctu kvétl, ani k jinym vlastnostem. Populace

byly vybirdny tak, aby byly od sebe vzdalené nejméné 2-3 kilometry.

2. 2. Molekularni analyzy
Pro molekularni analyzu byla zvolena metoda RADseq (Baird et al., 2008), coz je analyza,
pomoci niz mizeme ziskat informace o jednonukleotidovych zdménach (single nucleotide

polymorphism, SNP) na omezeném rozsahu genomu (pracuje se jen s fragmenty genomu
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urcené velikosti, fragmenty se ziskaji naStipanim specifickymi restrikcnimi enzymy). Ziskané

fragmenty byly mapovany na referencni genom Arabidopsis lyrata (Hu et al., 2011).

Rostliny pro molekularni analyzu byly odebrany do silikagelu, kdy byla do ¢ajovych
sackll odebrana vétsina listl dané rostliny. Zbylé ¢asti rostliny byly zalozeny jako dokladové
herbarové polozky, které budou ulozeny v herbafich Univerzity Karlovy (PRC) a ziistanou

uchovany jako doklad k materialu v silikagelu.

Vzorky byly zpracovadvany v DNA laboratofi Katedry botaniky PfF UK. Byla
provedena sorbitolova extrakce DNA (Storchova et al., 2000) s néklterymi modifikacemi
(nejvyznamnéjsi predstavuje, Ze rostliny nebyly ukladany do roztoku a pied samotnou
extrakci byl pouze suSeny rostlinny materidl nadrcen pomoci wolframkarbidovych kulicek).
Déale byla méfena koncentrace na spektrofotometru Nanodrop (ThermoFisher Scientific)
a fluorometru Qubit (ThermoFisher Scientific). Na zaklad¢ ziskanych udaji o koncentraci
byla DNA nafedéna na koncentraci 19ng/ul. Déle byla ptipravena RADseq knihovna pomoci
protokolu double digest RadSeq (Peterson et al., 2012) s n¢kterymi modifikacemi (Brian
Arnold, nepublikovany material), nejvyznamnéj$i modifikaci bylo wvyuzZiti jedin¢ho
restrikéniho enzymu, kterym byl HpyCH4V (NewEngland BioLabs) a nasledné vytvofeni
tzv. A-tail overhang, na ktery se ligovaly adaptory. Knihovna byla osekvenovana na
platformé Illumina HiSeq 2500 v4 v EMBL Genomics Core Facility, Heidelberg, byl pouzit
kit pro pair end sekvenaci 2x 125 bp.

2. 2. 1. Analyza molekularnich dat

Syrova sekvenacni data byla zpracovana Vojtéchem Zeiskem (Katedra botaniky PiF
UK), ktery vytvoril filtrovany vef soubor. Z ného byla na zakladé po¢tu namapovanych readt
a dle procenta chybé&jicich dat vytvotfena kritéria pro dalsi filtr souboru, kdy byly z datového
souboru odstranény rostliny s vice jak 90 % chybéjicich dat a také vSechny rostliny, kde
pocet readi namapovanych na refenrné¢i genom Arabidopsis lyrata neptesahl 500 000.
V programu R (v. 3.4.4., The R Foundation for Statistical Computing, 2018) v ndastroji
Rstudio (v. 1.1.442, RStudio, Inc., 2018) byla s vyuzitim balicku adegenet (Jombart, 2008)

vypoctena analyza hlavnich komponent (principal component analysis, PCA) a byl vytvoien
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ordinacni diagram. Nasledovala analyza DAPC, jejiz soucasti je K-means clustering
(bayesovska shlukovaci analyza rozdélujici objekty do pfedem urc¢eného poctu skupin). Dale
byla vytvofena matice genetickych vzdalenosti (podle Neiovy genetické vzdalenosti) za
pouziti bali¢ku Stamp (Parks et al., 2014). Z matice genetickych vzdalenosti byl v programu
SplitsTree4 (Huson & Bryant, 2006) vytvofena pomoci metody neighbour-joining (Saitou &
Nei, 1987). VSechny vyse zminéné analyzy byly provedeny zvlast pro cely datase a zvlast

pro tetraploidy.

Podle analyzy DAPC pfi poc¢tu shlukii K=3 byly pro tetraploidy vymezeny tfi skupiny
populaci — Arabidopsis arenosa, A. lyrata a hybridi. Diploidi byli zafazeni do skupiny
A. lyrata (jini diploidi rodu Arabidopsis se v oblasti nevyskytuji). Tyto skupiny byly pouzity

ve vSech navazujicich analyzéch.

2. 3. Cytometrické analyzy

Velmi jednoduchou a rychlou metodu, jak stanovit ploidii jednotlivych rostlin
a rostlinnych populaci, ptedstavuje pritokova cytometrie (flow cytometry) (Kron et al., 2007;
Dolezel et al., 2007). Jednd se o metodu v dneSni dobé znacné€ rozSifenou, umozZnujici
analyzu velkého poctu rostlin. Nenahrazuje vSak tplné tradi¢ni karyologické metody, které
jsou 1 v dnes$ni dobé€ jedinou cestou pro zjisténi piesného poctu chromosomi. V piipadé
studovaného systému byly takové udaje jiz k dispozici (datab4dze BrasiBase (Kiefer et al.,

2014)) a nebylo je tedy tieba provést znovu v ramci této prace.

Cytometrické analyzy si kladly dva hlavni cile — zjisténi ploidni trovné vSech
populaci zahrnutych v praci (coz bylo tfeba zndt pro zpracovani RADsex dat) a dale
stanoveni relativni velikosti genomu pro vybrané populace napti¢ hybridni zénou. Ke zjisténi
obou informacibyla pouzita fluorescencni barva DAPI, kterd se preferencné vaze na A-T
baze a proto jsou ziskané udaje pouze relativni velikosti genomu. Nicméné studie z celedi
Brassicaceae poukazuji na téméf dokonalou korelaci hodnot absolutni a relativni velikosti
genomu (Marhold et al., 2010a), proto nebylo tfeba pro potfeby této prace zatfazovat méteni

absolutni velikosti genomu.
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Preferencné byl pro méteni vzorkl pouzit zivy materidl, tedy celé zivé rostliny, které
byly po skonfeni méieni zaloZzeny do silikagelu a déale pouzity v navazujici molekularni

analyze.

Pokud nebylo mozné dovést rostliny v€as v Cerstvém stavu, aby mohla probéhnout
analyza na zivém materialu, byly vSechny korunni listky dané rostliny ulozeny do ¢ajového
saCku a usuSeny v silikagelu. Z t¢ samé rostliny byly také odebrany listy pro molekularni
analyzu. Byla také provedena kalibrace, v ramci niz byly méfeny stejné rostliny jak

v Cerstvém, tak v suSeném stavu. Porovnani téchto méteni neukdzalo vyznamnéjsi rozdil.

Pokud nemély rostliny dostatek korunnich listkii, nebyly zafazeny do meéfeni na
velikost genomu. Pro méteni ploidie byly v takovém pftipadé pouzity listy, ur¢ené primarné

pro molekularni analyzu.

Soucasné (v ramci stejnych meéteni) probéhla analyza ploidni trovné vsech jedinci
a dale analyza relativni velikosti genomu vybranych jedincti (viz Pfiloha 3b). VSechna
ziskana data byla poté vyhodnocena pomoci programu Partec FloMax 2.4d (Partec GmbH,

Miinster, Germany) a zanesena do primarni tabulky cytometrickych dat.

2. 3. 1. Detekce ploidni urovné

Ptfed samotnym méfenim byla provedena kalibrace, aby mohla byt do jedné analyzy
zahrnuta jak méfeni na Cerstvém materidlu, tak métfeni materidlu ze silikagelu. Pro méteni
ploidni urovné byly pfipraveny bud’ jednotlivé vzorky, nebo smésné vzorky zahrnujici
maximalné 3 rostliny z populace pro rostliny, u nichz byl vyuzit material z korunnich listkt.
U rostlin, kde nebyly korunni listky k dispozici, byly vyuzity mladé listy a vzorky byly

zpracovany vzdy samostatné pro kazdou rostlinu.

K malému kousku doty&ného pletiva (cca 0,5 cm? listu nebo 1-4 korunni listky) byl
vzdy pfidan zhruba stejné velky vzorek standardu a také zhruba 600 pl (pro Zivy material)
nebo 650 ul (pro materidl ze silikagelu) pufru Otto I (0,1M monohydrat kyseliny citronové,
0,5% Tween 20; podle protokolu z prace Dolezel et al., 2007). Tato smés byla nasekdna
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v Petriho misce ziletkou anasledné piefiltrovana do zkumavky ptes ustfizek technické

tkaniny o velikosti oka 42 um (Uhelon).

Vzorek byl néasledné obarven 1 000 pl barvici smési podle protokolu (Dolezel et al.,
2007) slozené z pufru Otto II (0,4M Na,HPO4-12H,0), fluorescenéniho barviva DAPI (4',6-
diamidino-2-fenylindol, 4 pg/ml, Sigma) a merkaptoethanolu (2 pl/ml, Sigma). Po ca
5 minutach barveni pii pokojové teploté¢ byl vzorek analyzovan na pfistroji CyFlow ML
(excitacni zdroj: UV LED-chip 365 nm), kde byla zaznamenana fluorescence 3 500 jader
(nebo 5000, pokud bylo méfeni zaroven prvnim meéfeni na velikost genomu). VSechna
méfeni  probéhla na Katedie botaniky PfF UK v  Laboratofi pritokové
cytometrie.Pouzivanym standardem bylo zpocatku Solanum pseudocapsicum (Temsch et al.,
2010), coz byl standard v ramci Katedry botaniky PfF UK zavedeny pro préaci s rodem
Arabidopsis, ale v pribéhu méfeni doslo k vyméné standardu za Carex acutiformis (Vesely et
al., 2012). C. acutiformis se pro méfeni ukazala vhodnéjsi, protoze ma ve vyslednych
cytometrickych  histogramech bliz§i vzdalenosti ke studovanym druhim nez
S. pseudocapsicum. VSechna provedena meéfeni byla poté prepocitana, aby mohla byt

k detekcei ploidie pouzita dohromady méteni provedena s riiznymi standardy (Tabulka 1).

Tabulka 1. Pfepocet méfeni s riznymi standardy.

Primérna
Smésny vzorek Solanum + hodnota
Carex Datum analyzy vzorku CV vzorku
Solanum 2.5.2017 105.66 2.87

Carex 2.5.2017 268.48 1.93
Pomé&r Solanum/Carex 0.394

Piepocet z Carex na Solanum Primérnd hodnota vzorku * 0.394

Piepocet ze Solanum na Carex Priimérnéd hodnota vzorku / 0.394

vvvvv

vSechny rostliny zméfeny samostatné, aby byly vylouc¢eny piipadné vyskyty tetraploidnich
jedinct v diploidnich populacich. Na zaklad¢ znamé velikosti genomu diploidi a tetraploidii

rodi¢ovskych druhtt (Hohmann et al., 2014) byla stanovena ploidni troven vSech jedinci.
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2. 3. 2. Méreni relativni velikosti genomu

Pro méfeni relativni velikosti genomu bylo vybrano 17 populaci. Tyto populace se
nachazely napii¢ hybridnim transektem, zahrnovali jak rodi¢ovské populace, tak hybridni
populace s predpokladanym rlznym stupném introgrese (informace o zatfazeni kazdé
populace do ptislusné skupiny poskytla molekularni analyzy) (viz seznam populaci, Ptiloha
3a). K meéfeni relativni velikosti genomu byly pouzity pouze korunni listky a v ramci
populace byly zpracovany veskeré rostliny s dostatenym mnozstvim korunnich listkti (515
rostlin na populaci) — pouze u n¢kolika malo rostlin byly z diivodu nedostatku korunnich
listk pouZity listy pro ¢ast méfeni. Rostliny byly méfeny ttikrat, ve tfi riizné dny. Jako prvni
méteni bylo pouzito jiz provedené méteni na detekcei ploidni Grovné (viz vySe) a nasledujici
méteni byla provedena stejnym zpiisobem. Byly vyuzity bud’ zivé rostliny, nebo rostliny

ususené v silikagelu. Bylo provedeno métfeni na 5000 detekovanych ¢astic.

Poté, co byla dokoncena vSechna méteni, byla vypoctena chyba méteni. Pokud se tfi
jednotlivda méteni jednoho jedince navzijem liSila o vice nez dvé procenta, byly
z nésledujicich analyz rostliny vynechany. Po vynechani téchto jedinct ziistalo celkem 117
jedincti (213 jedincti na populaci), u nichz byl spocitan pramér ze tfi méfeni a ten byl

pouzivan v nasledujicich krocich.

U casti rostlin, kde nebyl dostatek materidlu na provedeni tfi méfeni, byla pouzita

pouze dvé méfeni, a nasledné byla stejnym zpiisobem zpracovéna.

Pro potfeby dalSich analyz byl vypocten popula¢ni median a smerodatna odchylka.
Ziskané mediany byly vyneseny do sloupcového grafu v programu Microsoft Excel 2010

(spolu s chybami méteni) a byly také vyuZity v navazujicich statistickych analyzach.

2. 4. Morfometricka analyza

Pro ucely morfometrické analyzy byly pfipraveny herbafové polozky celych rostlin
(celkem 342 jedincu ze 24 populaci), dale bylo uchovano 5 rtzicovych listi z kazdé rostliny
separatn¢ v papirové obalce (timto zpisobem byl vzdy pouzit nejvétsi razicovy list, nejmensi
razicovy list a déle tii prumérné velké listy). Podobnym zptsobem byl uchovavan také druhy

stonkovy list z nejdelSiho stonku (ptipadné z druhého nejdelSiho, pokud na nejdelsim stonku
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nebyl z néjakého divodu k dispozici). Pro potieby métfeni byly listy naskenovany v rozliSeni

600 dpi.

Z kazdé rostliny byl téz odebran nejmladsi plné rozkvetly kvét z nejdelsiho stonku
(pfipadné nejmladsi z jiného stonku, pokud pfedchozi nebyly k dispozici). Kvét byl rozebran
na jednotlivé soucasti a ty byly prhlednou lepici paskou pfilepeny na cernou ctvrtku

a nasledné naskenovany s rozliSenim 600 dpi.

Byly zmétfeny celkem Ctyfi skupiny znakii. Znaky na kvétech, dale znaky na
ruzicovych listech a druhém stonkovém listu a také znaky na celé rostlin¢. Posledni datovy
soubor tvofila data o vyskytu riznych typt trichomti na riznych ¢astech rostliny. Dale byla

vytvorena sada pomérovych znakl. Seznam vSech méfenych znakl obsahuje Ptiloha 4.

2. 4. 1. Analyza morfometrickych dat

Ziskana matice dat byla podrobena multivariacni analyze (Marhold, 2011). K této
analyze byly pouzity programy R (v. 3.4.4., The R Foundation for Statistical Computing,
2018) a Canoco 5 (ter Braak & Smilauer, 2012). V programu R byla pouzita sada funkci
MorphoTool (Koutecky, 2015) v upravené podobé vytvoiené Markem Slenkerem z Centra
biologie rostlin a biodiverzity SAV (M. Slenker, nepublikované). S programem R bylo
pracovano v ramci platformy RStudio (v. 1.1.442, RStudio, Inc., 2018).

Pted samotnou analyzou byly rostliny rozdéleny do tti skupin — Arabidopsis arenosa,
A. lyrata a hybridi (stanovenych na zakladé molekularni analyzy). Déle byly v programu R
nahrazeny chybéjici hodnoty znakl jejich popula¢nimi priméry. Z analyzy byly také
vylouceny rostliny, u kterych nebyly naméfeny vSechny skupiny znakl (znaky na kvétech,
znaky na vyznamnych listech, znaky tykajici se trichomi a znaky na celé rostlin¢). Celkem
bylo analyzovano 307 jedinctl, z toho 46 jedinch A. arenosa, 187 jedinct A. lyrata a 74

hybridi.

Byly spocitany zakladni statistické parametry a dale vytvoreny krabicové diagramy
variability kazdého znaku pro kazdy ze tii taxont. Déle byl proveden Shapiro-Wilkiiv test na

normalni rozdéleni. Na zéklad¢ jeho vysledku, tj. nepfitomnosti normalniho rozdé€leni ve
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vSech znacich, byl pouzit Spearmanniv korelacni koeficient. Z analyzy byly nasledné
vyfazeny znaky, které byly korelovany s jinymi znaky na hladin€ 90 % a vice. Nova matice
byla znovu podrobena korela¢nimu testu, kdy jiz zadné znaky, na takové hladin€ korelovang,

nalezeny nebyly. Tato matice byla pouzita v navazujicich analyzach.

S cilem ziskat ptehled o celkové morfologické variabilité¢ sledovnych rostlin byla
spocitana analyza hlavnich komponent (Principal component analysis, PCA), byly vytvofeny
prislusné statistiky a ordinacni diagram. V dalSim kroku byla ve snaze identifikovat znaky,
které nejlépe odlisuji rodicovské druhy a hybrida, pocitana kanonicka diskrimina¢ni analyza
s pomoci bali¢ku candisc pro vSechny tii skupiny (4. lyrata, A. arenosa a hybridi — skupiny
byly stanoveny ptfedem na zékladé molekularni analyzy), a také zvlast pro rodi¢ovské
taxony. Do histogramu kanonické diskriminaéni analyzy pro rodicovské druhy byli nésledné

pomoci balicku vegan promitnuti hybridni jedinci.

Dalsim krokem byla klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza. Ta byla provedena pomoci
metody kiizového ovéfeni (cross validation, one leave out), coZ je metoda, kterd postupné
propocitava hodnoty pro matici s poctem jedincti n—1, kde n je celkovy pocet jedinc.
Program pii kaZzdém opakovani odstrani jednoho jedince ze souboru a snazi se ho zatadit do
skupin vytvofenych na zdklad¢ analyzy z matice o velikosti n—1. Protoze data neméla
normalni rozdé€leni, bylo postupovdno metodou K-nearest neighbours, ta pozaduje stanoveni
velikosti koeficientu K, ktery potom pouzivd ve vypoctu. Byla nalezena idedlni hodnota
K =38, a s tou byl proveden vypocet. Suma vSech vypoctenych pfifazeni do skupin byla

zanesena do tabulky.

V programu Canoco 5 (ter Braak & Smilauer, 2012) byla provedena analyza PCA
veetné ordinacniho diagramu, a ten byl néasledné doplnén tdaji o velikosti genomu nebo
prumérné nadmotské vysce populace — tyto udaje byly pasivné promitnuty do ordina¢niho

diagramu pomoci lokalni regrese (Mackova et al., 2018).
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3. Vysledky

3. 1. Molekularni analyza

Vysledna matice SNP dat po filtraci obsahovala 128 jedinct z 25 populaci. Do
molekularni analyzy nebyla zatazena populace AL36 (kvili nedostatku materidlu pro
extrakci DNA). Byly spocteny zdkladni charakteristiky matice — obsahovala 128 genotypi,
celkem 28 086 bialelickych SNPs (single nucleotide polymorphism, jednonukleotidova
zédmeéna). Procento chybéjicich dat v celé matici bylo 33.9 %, tedy 1 218 806 mist.

Byla provedena analyza hlavnich komponent (PCA, principal component analysis),
ktera ukazala velky rozdil mezi prvni osou (vysvétlila 25,73 % variability) a vS§emi ostatnimi

(druha a tfeti osa vysvétlily uz pouze 3,60 %, respektive 2,17 % variability v datech).
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Obrazek 3. Ordinacni diagram PCA, podle Obrazek 4. Ordinacni diagram PCA, podle
prvni a druhé osy. Cervené diploidi, modre prvni a treti osy. Modry oval — populace AL65
tetraploidi. Modry oval — populace AL65. (diploid), Cerny oval — ostatni diploidi, zeleny oval —

populace AL73 a AL43.

Ordina¢ni diagram pro prvni a druhou osu uspotadal diploidy a tetraploidy (a v ramci
tetraplodit oba druhy) podle prvni osy (Obrizek 3). Podle druhé osy byla odd¢€lena diploidni
populace AL65 (St. Vaiter Staff). Tieti osa oddélila dalsi diploidni populace (AL64, AL30
a ALO8) a podle prvni osy opét populaci AL65 (taktéz diploidni, Obrazek 4). Rozd¢leni podle
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této osy dale castecné kopirovalo geografické rozdéleni a dokonce utvofilo na jednom z poli

diagramu samostatnou skupinu pro nejzapadnéjsi populace AL73 a AL43.

Metoda DAPC (discriminant analysis of principal components) za vyuziti metody K-
means clustering byla pouzita k ziskdni riznych poctd shluki (K=2 a K=3). Seznam
jednotlivych zafazeni vSech jedinci je piiloZzen v piilohach (Ptiloha 1). Populace byly
rozdélovany podle ,,taxonomické ptislusnosti, nedoslo tedy k ocekavatelnému odd¢€leni diploida
a tetraploidi podle prvni osy pifi K=2, ale doslo k oddé€leni podle ptevazujici piibuznosti
k jednomu ¢i druhému rodi¢i (pfislusné vystupy jsou obsazeny jako Ptiloha 2). Pfi rozdéleni
s K=3 doslo k oddéleni diploidl jako samostatné skupiny, nedoslo tedy k oddéleni potencialnich
hybridli jako tfeti intermediarni skupiny. Pro dal$i analyzu byly tedy diploidi z analyzy

vylouceny.

Pro vylou¢eni mozného vlivu geneticky dobie oddélenych diploidi (Obrazek 4) byli tito
z dalSich analyz molekuldrnich dat vylouCeni. Dal§i analyza tedy pracovala pouze
s tetraploidnimi jedinci. Tato matice obsahovala 105 jedinci, 28 086 SNPs a 1 044 566 (35,42 %)
chybéjicich dat. Po provedeni analyzy hlavnich komponent jednotlivé osy vysvétlovaly 22,05 %
variability, 1,90 % variability a 1,85 % variability a oddélily od sebe populace ptiblizné podle

jejich geografického rozsiteni (dalsi komentat k vysledku analyzy PCA nasleduje nize).

Opét byla pouzita metoda DAPC k ziskani rizného poctu shluki (K=2, K=3, K=4, K=5).
Na nasledujicich obrazcich (Obrazky S5a-d) jsou pro jednotlivé hodnoty K pfilozeny mapy
roz§ifeni a ordinacni diagramy PCA, oboji obarvené podle skupin, do kterych byly rozdéleny

pomoci DAPC.

Zatimco pfi vytvofeni pouhych dvou shluk doslo k rozdéleni vSech populaci (vCetné
pfedpokladanych hybridit) do jednoho zrodicovskych druht (coZz kopirovalo geografické
rozsifeni populaci), pro K=3 vznikla skupina s intermediarnim genotypem, kterd byla umisténa
mezi dvéma ostatnimi skupinami (odpovidajici tedy pfedpokladanym intermediarnim hybridam).
Pfi zvySovani poctu skupin vznikal stidle podrobnéjsi obraz hybridni zony, ktery rozd¢loval
jedince do stale jemné&jSich kategorii podle predpokladaného stupné introgrese. Tyto skupiny
tvotily pasy jak na geografické mapé, tak také na analyze PCA. Populace AL43 a AL73, které

byly pozorovatelné jako samostatna skupina pii PCA analyze celého datového souboru, se pfi
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shlukovaci analyze ukazaly byt jako velmi piibuzné a i1 pfi nejjemnéjSim rozliSeni jednoznacné

vvvvv

Rozdéleni do tfi skupin nejlépe vyhovovalo potiebam této prace a rozdéleni do vice
shlukll neptinaselo vyrazné vice informace, proto se dale pracovalo s nim. Populace byly tedy
nasledné pfifazeny do tii skupin, podle pievazujiciho zafazeni jednotlivych jedinct, a byly jim

pripsany nasledujici kategorie: A. arenosa. A. lyrata a hybridi (viz seznam populaci, Ptiloha 3a).

Pti analyze matice Neiovych genetickych vzdalenosti (Saitou & Nei, 1987) v programu
Splits Tree (Huson & Bryant, 2006) byly vytvofeny dvé neighbour-joining sité, prvni pro cely
datovy soubor, dalsi pouze pro tetraploidy (viz Obrazky 6a, 6b). Ob¢ analyzy prokazaly linearni
gradient genotypd, kdy byly mnohem jasnéji oddélené jednotlivé populace rodi¢ovskych druht
a hybridi tvoftili gradient mezi nimi bez jasnéjSich shlukl. Pfi zatazeni diploidi do analyzy se
ukazalo, ze pravé diploidi jsou nejlépe vymezeni v rdmci sité a tvofi jednoznacné skupiny (jak
vsichni dohromady jednu diploidni vétev, tak i jednotlivé diploidni populace navzijem
s vyjimkou populaci ALO8 a AL64, které ale nejspiSe tvoii metapopulaci, jak naznacuje jejich

relativni geograficka blizkost).
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Obrazek 5a. Analyza DAPC, K=2, dva nalezené shluky byly zobrazeny na mapé rozsifeni a na diagramu PCA.
Zelené A. arenosa, zIuté A. lyrata.
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Obrazek 5b. Analyza DAPC, K=3, pouze tetraploidi, tfi nalezené shluky byly zobrazeny na mapé rozsiteni a na
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diagramu PCA. Zelené A. arenosa, hnéd¢ hybridi, Zluté 4. lyrata.
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Obrazek 5c. Analyza DAPC, K=4, pouze tetraploidi, ¢tyfi nalezené shluky byly zobrazeny na mapé rozsifeni a na
diagramu PCA. Zelené A. arenosa, tmavé zelené introgresanti blizsi A. arenosa, oranzove introgresanti blizsi
A. lyrata, 7Iuté A. lyrata.
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Obrazek 5d. Analyza DAPC, K=5, pouze tetraploidi, pét nalezenych shlukl bylo zobrazeno na mapé¢ rozsifeni a na
diagramu PCA. Zelené A. arenosa, tmavé zelené introgresanti blizsi A. arenosa, hnéd¢€ hybridi, oranzové
introgresanti blizsi A. lyrata, ZIuté A. lyrata.

40



]
£

“AL26. X3

ALT4_14
ALT4_13

o0t

Obrazek 6a. Sit’ vytvofena pomoci metody neighbour-joining pro datovy soubor obou ploidnich tirovni. Na zakladé
matice Neiovych vzdalenosti. Modfe diploidni 4 .lyrata, zlut€ tetraploidni A. lyrata, hnédé hybridi, zelené

A. arenosa
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byli z analyzy vynechani) na zaklad¢ matice Neiovych vzdalenosti. Zluté 4. lyrata, hnédé¢ hybridi, zelené A. arenosa.
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3. 2. Cytometricka analyza

3. 2. 1. Ploidni urovné
Bylo analyzovano 250 jedinct z 26 populaci, které byly rozdéleny do skupin (4. arenosa,
A. lyrata, hybridni rostliny)| na zakladé ptedchozi molekularni analyzy.

Analyza ploidie odhalila dv¢ ploidni tirovné ve sledované oblasti — diploidy a tetraploidy (ploidni
urovné byly vyneseny do mapy, Obrazek 7a, ptiklady histogrami v Obrazku 7b). Nebyly vSak
nalezeny z4dné smiSené populace, kde by se ob¢& ploidni tirovné nachdzely pospolu. Naprosta
vétSina populaci byla tetraploidni (populace oznacené na zadkladé molekularnich dat jako
Arabidopsis arenosa, hybridi a ¢ast populaci 4. lyrata), pouze Ctyii populace byly diploidni
(populace ALO8, AL 64, AL 30 — vSechny nalezici do druhu 4. lyrata). S vyjimkou geograficky
izolované populace AL65 (St. Veiter Staff) byly vSechny ostatni diploidni populace umisténé na
okrajich studované oblasti, bez piedpokladané mozZnosti piimého kontaktu s druhym

rodi¢ovskym druhem.
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Obrazek 7a. Distribuce ploidnich tGrovni v oblasti. Modie diploidni jedinci A. lyrata, zluté tetraploidni

jedinci A. lyrata, hnédé tetraploidni hybridi, zelené jedinci tetraploidni 4. arenosa.
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Obrazek 7b. Ukazka histogramt relativni velikosti genomu druhu Arabidopsis lyrata. Vlevo diploidni

jedinec AL08-90, vpravo tetraploidni jedinec AL26-16.

3. 2. 2. Velikost genomu

V nasledujicim textu, pokud bude psédno o velikosti genomu, bude mysSlena relativni
velikost genomu ziskand pomoci meétfeni s fluorescencni barvou DAPI. Absolutni velikost
genomu nebyla méfena, protoze u Celedi Brassicaceae je prokazano, ze absolutni a relativni

velikosti genomu jsou velmi silné korelovany (Marhold et al., 2010b).

Velikosti genomu, ziskané jako primér tii méfeni provedenych v rizné dny, byly pouZity
k vypocteni populacniho medianu. Do analyzy bylo zahrnuto 17 populaci napfi¢ studovanou
oblasti a z kazdé populace bylo pouzito 2 - 13 jedinci (viz Ptiloha 3). Ziskané hodnoty byly
vyneseny do sloupcového grafu a populace byly rozdéleny do skupin ziskanych v rdmci

molekularni analyzy (Obrazek 8).

Nejmensi velikost genomu mély podle ocekavani diploidni populace Arabidopsis lyrata.
Z tetraploidii mély nejmensi velikost genomu populace A. arenosa a nejvétsi populace A. lyrata.

Hybridi byli, co do velikosti genomu, intermedidrni.
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Obrazek 8. Relativni velikost genomu. Modie diploidi 4. lyrata, zelené tetraploidi 4. arenosa, hnédé

tetraploidni hybridi, Zluté tetraploidi 4. lyrata.

Pro potfeby dalSich analyz byla vypocitana monoploidni velikost genomu, ziskana
vydélenim priméru pro jedince ploidni Grovni, resp. vydélenim hodnot pro tetraploidni jedince

dvéma. Z téchto hodnot byl opét spocitan populaéni median.
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Obrazek 9. Krabicové diagramy s populacnimi medidny monoploidni velikosti genomu pro kazdy z taxond. Vlevo
vynesené pro tfi skupiny (zleva 4. arenosa, A. lyrata, hybridi), vpravo jsou navic oddéleni diploidi a tetraploidi

A. lyrata (zleva A. arenosa, diploidi A. lyrata, tetraploidi A. lyrata, hybridi).
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Krabicové diagramy s popula¢nimi mediany, vytvorené v programu R (Obrazek 9), jasné
ukazaly, ze vSechny tfi kategorie jsou bezpecné oddélené na zdkladé monoploidni velikosti
genomu. 4. lyrata ma monoploidni velikost genomu znacné vétsi nez 4. arenosa. Hybridi maji
intermediarni monoploidni velikost genomu, ale blizsi k 4. lyrata. A. lyrata je co do monoploidni

velikosti genomu znacné variabilnéjsi, nez A. arenosa.

Hodnoty medianti pro jednotlivé populace byly nésledné vyneseny do sloupcového grafu
(Obrazek 10). Do grafu byla ptfidana také chyba meéfeni, kterd v zddné populaci nepiesahuje
0,2 %. Populace byly v grafu sefazeny od nejmensi do nejvetsi hodnoty medidnu. Po pfifazeni
kategorii se ukazalo, ze nejmens$i monoploidni velikost genomu maji zafazené populace
A. arenosa, déle hybridi a nejvétsi velikost genomu maji populace 4. lyrata. Populace A. arenosa
ALA40, ktera je nejblizsi k hybridnim populacim, k nim ma také nejbliz§i monoploidni velikost

genomu (tj. nevetsi ze vSech studovanych populaci 4. arenosa).

Jedinou populaci narusujici vice zminéné zatazeni do skupin je populace AL65 (St. Veiter
Staff), kterda ma monoploidni velikost genomu mensi neZ ostatni zastoupené populace 4. lyrata

a podle velikosti genomu je tak umisténa v bloku tvofeném hybridnimi populacemi.

0.22

0.215

I I 1
0.21 I I I B B . e
I
0.205—1—1— I N BN B B =
11 T
0.195 . . . . . . . . . . . . . .

AL43 AL70 AL40 AL38 AL39 AL34 AL65 AL35 AL37 AL44 ALO8 AL64 AL30 AL29 AL72 AL26

Obrazek 10. Popula¢ni medidn monoploidni velikosti genomu. Populace jsou sefazeny podle velikosti

genomu. Zluté jsou populace obou ploidnich urovni A. lyrata, zelen& A. arenosa, hnédé hybridi.
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Déle byl sestaven obdobny graf zahrnujici pouze populace 4. lyrata (Obrazek 11).
Diploidni populace mély vSechny mensi monoploidni velikost genomu nez tetraploidni populace.
Pti pohledu na mapu rozsifeni téchto populaci (Obrazek 7a) se nezda, ze by existovala zavislost

mezi velikosti genomu a blizkosti populace k populacim hybrida.
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Obrazek 11. Popula¢ni median monoploidni velikosti genomu A. /yrata. Modte diploidni populace, zluté tetraploidni

populace.

3. 3. Morfometricka analyza

Morfometricky datovy soubor tvofilo celkem 307 rostlin, které byly rozdéleny do tfi
skupin na zaklad¢ vysledkii molekuldrni analyzy (46 jedinct A. arenosa, 187 jedinct A. lyrata
a 74 hybridi). Bylo hodnoceno celkem 68 znak a 5 pomérovych znakl. Zéakladni statistické
parametry byly spocitany v programu R (minimalni a maximalni hodnota kazdého znaku,

pfislusejici kvartily, median, aritmeticky primér) a jsou uloZeny v elektronické piiloze.

3. 3. 1. Variabilita morfologickych znaki napri¢ skupinami

Hodnoty kazdého znaku byly vyneseny, pro kazdou ze tfi skupin, do krabicového
diagramu a vybrané krabicové diagramy budou nyni komentovany (Obrazky 12-16). Jsou to
zejména znaky souvisejici s ptivodnim morfologickym vymezenim rodicovskych taxont a dale

krabicové diagramy, které ukazaly zna¢nou miru variability mezi skupinami.
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Petal.colour ~ Petalwidth ~ Petal.length
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Obrazek 12. Krabicové diagramy vybranych znakd korunnich listkli. Zleva: Barva korunnich listki, $itka korunniho

listku, délka korunniho listku. Na kazdém z diagramui: zleva A. arenosa, A. lyrata, hybridi.

Analyza velikosti korunnich listki ukézala, ze 4. lyrata ma nejvétsi korunni listky ze
studovanych skupin, 4. arenosa ma korunni listky znatelné mensi a hybridi jsou v tomto znaku
intermediarni. Co se tyce barvy korunnich listkil, tak jediny druh u kterého byly pozorovany jiné
nez bilé¢ korunni listky je A. arenosa, kde byly zaznamenany korunni listky rizové barvy. I zde

ovSem bilé korunni listky prevazovaly (Obréazek 12).

X3rdStLT3L BigRT2L

BT TR

X3rdStLTDL BigRTDL

Obrazek 13. Znaky na trichomech. Zleva: Hustota trichomil na tfetim stonkovém listu; ¢etnost trifurkatnich trichomi
na tfetim stonkovém listu; Cetnost vidli¢natych trichomt na nejvétsich rizicovych listech; hustota trichomti na

nejvétsich rizicovych listech. Na kazdém z diagramt: zleva A. arenosa, A. lyrata, hybridi.
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BigRTdomU

- o

Obrazek 14. Krabicovy diagram variability znaku BigRTdomU (pievazujici typ trichomu na nejvétsich rtizicovych

listech (adaxidlni strana)). Zleva 4. arenosa, A. lyrata, hybridi.

Analyza znakl na trichomech potvrdila dfive pouzivané urovaci znaky (Obrazek 13) —
A. lyrata ma s pfevaznou vétSinou jednoduché trichomy na celé rostliné, kterd je obecné méné

ochlupend, zatimco rostliny A. arenosa jsou chlupatéj$i a mohou se u ni nachazet i slozitéji

vétvené trichomy..

Na rZicovych listech A. arenosa vétsinou prevazuji trifurkatni trichomy (vyjimecné
1 tetrafurkatni), které u A. lyrata téméef nenajdeme a na rtzicovych listech u tohoto druhu
pfevazuji jednoduché trichomy (Obrazek 14). Hybridi jsou vtomto znaku aZ ucebnicové
trichomii tak byla potvrzena jako urCovaci znak pro druh Arabidopsis arenosa. Ptitomnost

jednoduchych trichomt naopak ve vétsin€ ptipad ukazuje na jedince 4. lyrata.
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DB ._ NS | RB

Obrazek 15. Znaky zivotniho cyklu na krabicovych diagramech variability DB (stupeii vétveni hlavniho stonku), NS
(pocet stonktl) a RB (uroven vétveni kofene odvozena na zakladé poétu kofenovych nodit). Na kazdém z diagramii:

zleva A. arenosa, A. lyrata, hybridi.

Znaky zivotniho cyklu (life history) potvrdily pfevaznou annualitu u rostlin A. arenosa
i hybridd, zatimco u A. lyrata (kde bylo kofenovych noda vétSinou vice), naznacuje, Ze rostliny
jsou prevazné dvouleté, pripadné viceleté. Co se tendence ke tvorbé boc¢nich vétvi stonku tyce,
A. arenosa 1 hybridi Castéji tvofi bocni vétve na stonku a castéji maji 1 vice stonkd, zatimco

u A. lyrata maji rostliny vétSinou jeden hlavni stonek, ktery neni vétveny. To vSe ukazuje na

vyznamnéjsi roli apikdlni dominance u 4. lyrata.

RosNLobes ~ StNLobes ~ StNTooths

I 1] 4+

i i (] |

1 i | 8
" : - .
" HYBR " “ a

)

Obrazek 16. Krabicové diagramy variability znaki na listech. Zleva: pocet lalokli nejvétsiho rizicového listu, pocet
lalokd druhého stonkového listu, pocet zubti druhého stonkového listu. Na kazdém z diagrami: zleva 4. arenosa,

A. lyrata, hybridi.

Analyza vyznacnych listd (nejvétsi rGZicovy list, druhy stonkovy list, Obrazek 16)
ukazala neptekvapivy trend u A. arenosa k vétsi délenosti obou vyznamnych listh. U 4. lyrata

(zcela v souladu s dosud uzivanymi urCovacimi znaky) nebyly zaznamenany délené druhé
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stonkové listy, které byly pfitomny u vétSiny jedinct 4. arenosa. U hybrida také prevazovaly
druhé stonkové listy typu A. lyrata (tedy nedélené), ale delené listy se vyjimecné vyskytovaly

s vetsi frekvenci nez u A. lyrata.

Pokud byly misto lalokii druhého stonkového listu (zafezy hloubky alesponn 50%

-----

u A. lyrata taktéz nevyskytovaly, zatimco u hybridi byly pomérné Casté.

3. 3. 2. Test normality a test na pritomnost korelovanych znaki

Datovy soubor byl podroben Shapiro-Wilkové testu normality. ProtoZe data neméla
normdlni rozdéleni v zadném ze sledovanych znakii, byl pouzit Spearmanntiv korelacni
koeficient. Na zaklad¢ jeho vysledk byly z matice odstranény znaky vysoce korelované (na
hladin€ 90 % a vice) s jinymi znaky, dale tedy bylo pracovano s matici obsahujici jen 73 znakd.

Vytazené znaky jsou vyznaceny v seznamu vSech znaki v Ptiloze 4.

3. 3. 3. Analyza hlavnich komponent

Nasledovala analyza hlavnich komponent (PCA, principal component analysis. Ta byla
spocitana nejdfive pouze pro rodiovské druhy. V ramci ni byl nejprve vytvofen ordinacni
diagram (Obrazek 17). Kazdéa ze skupin vytvofila samostatny shluk a jednotlivé shluky byly od

sebe zfeteln€ oddéleny podle prvni osy, ktera vysvétluje 26,01 % ptitomné variability.
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Obrazek 17. Ordinaéni diagram analyzy hlavnich komponent pro jedince A. lyrata (Zluté) a A. arenosa (zelené).

Nejvice k odd¢€leni skupin podle prvni osy pfispely znaky na trichomech, konkrétné znaky
FlowBT1, BigRT3L, X3rdStLTDL, BigRTDL. Vyznamné hodnoty vlastnich vektorii ale byly
zaznamenany i u znak StNTooths a StNLobes, které jsou analogy tradi¢niho ur¢ovaciho znaku

(délenost x nedélenost druhého stonkového listu).

Po provedeni totozné analyza pro vSechny tfi skupiny (Obrazek 18) se situace stala
slozit&jsi, hybridi byli volné rozptyleni mezi shluky rodi¢ovskych druhli. Nékteti z nich byly

fenotypicky intermedidrni, jini méli bliZze k jednomu z rodici.
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Obrazek 18. PCA morfologickych znakii pro jednotlivé jedince. Zluté populace obou ploidnich urovni

A. lyrata, hnéd¢ hybridi, zelené A. arenosa.

I v analyze vSech tii skupin byly skupiny rozdélené ptevazné podle prvni osy, ktera
vysvétluje 22,71 % pfitomné variability (Obrazek 18). Opét hraly roli zejména znaky na
trichomech — BigRTDL, FlowBT1, X3rdStLTDL a BigRT3L. Vyznamny se ukézal také
pomérovy znak StLTerL/StNTooths, ktery je opét jednou z cest, jak vyjadfit délenost druhého

stonkového listu.

V obou analyzach se A. arenosa ukazala morfologicky mnohem variabilnéjsi oproti
A. lyrata. Nejvariabilngjsi ale byli samoziejmé hybridi, ktefi se na obou polech ordinacniho
diagramu znaéné piekryvali s rodiCovskymi druhy. Hodnoty vlastnich &isel, vlastnich vektorQ

a dalsi charakteristiky provedenych analyz PCA jsou obsaZeny v pfilohach (Ptiloha 5).

3. 3. 4. Kanonicka diskriminaéni analyza

Pro identifikaci znakd, které nejlépe odlisuji tfi skupiny od sebe, jsme pouzili kanonickou
diskrimina¢ni analyzu (CDA, canonical diskriminant analysis). Pii analyze pro vSechny tfi
skupiny (Obrazek 19) se jako nejdulezitéjsi znaky, pomahajici rozdé€lit skupiny po sméru prvni

kanonické  osy, ukdzaly znaky na  nejvétSim  r0zicovém = listu  (RosLT
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RosLTerL/RosLWtererL.RosLWter, RosLCelkovaDelkaListuBezRapiku/PocetLaloku+1), dale
znaky na druhém stonkovém listu (StLTerL/StLWter), na okvétnich listech (Petal.length) a dale
znaky na trichomech (viz statistika CDA v Ptiloze 6). Prvni kanonicka osa vyjadiuje 78,79 %

celkové meziskupinové variability, druha kanonické osa 21,21 %.

<
N o
™~
~ .
% ] : .. * * ”»
s Lo o ., » .
S ooy * '.zl s .
c ' [ L .'l-. -
2 s *50 8 -
S ‘0. . r '..‘
T n .
.
I I I I I I
4 -2 0 2 4 6
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Obrazek 19. Kanonické diskriminaéni analyza morfologickych znaki. Zluté populace obou ploidnich arovni

A. lyrata, hnéd¢€ hybridi, zelené 4. arenosa.

Pti provedeni kanonické diskriminacni analyzy pro oddéleni dvou rodi€ovskych skupin
hréaly roli znaky na trichomech a druhém stonkovém listu (Obrazek 20a, viz hodnoty vlastnich
Cisel v Priloze 6). Pokud byli do ziskané¢ho histogramu pasivné promitnuti hybridni jedinci
(Obrazek 20b), rozvrstvili se na celé Skale od rodicovskych druhi, ale nejvice pfesné mezi nimi.

Byl také pozorovan znaény piekryv hybrida s 4. lyrata.

Studované znaky se ukézaly jako dobie pouzitelné pro bezpecné odliSeni rodicovskych
druhii. OdliSeni hybridii neni tak trivialni, jako u rodi€ovskych druhti, ale mélo by byt s pouzitim
uvedenych znak, alespon u nékterych populaci mozné. Komplikaci mlize byt znacna podobnost

nékterych hybridnich jedinct s A. lyrata a také obecné velka fenotypova plasticnost druhu

A. arenosa.
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Obrazek 20a. Kanonicka diskrimina¢ni analyza pro rodi¢ovské druhy. Zelen¢ 4. arenosa, zluté A. lyrata.
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Obrazek 20b. Kanonicka diskriminaéni analyza pro rodi¢ovské druhy. Do obrézku byli navic pasivné promitnuti

hybridni jedinci.

3. 3. 5. Klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza

Pii provedeni neparametrické klasifikaéni diskriminaéni analyzy metodou kiiZového

oveéieni (koeficient K=8) byly jedinci s velkou pravdépodobnosti zatazeni zpét do svého

kdyby bylo zpét jako A. lyrata klasifikovano 185 jedinct ze 187. U druhu Arabidopsis arenosa
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byla uUspésnost jen 76,09 %, nezanedbatelnd cast jedinch byla klasifikovdna jako hybridi
(9 jedincti ze 46). Hybridni jedinci byli s GispéSnosti 67,57 % zarazeni zpét do hybridni skupiny,
ale 16 jedincii (tedy zhruba pétina jedincti) bylo chybné zatazeno do skupiny A. lyrata a jen
8 jedinci do skupiny A4. arenosa. To podporuje plné vysledky pifedchozich analyz, které
naznacuji fenotypovy piekryv A. lyrata shybridy a dale to podtrhuje skute¢nost znacné
fenotypické plasticity A. arenosa. Celkem bylo spravné zarazeno 87,95 % jedinct (270 jedinct

z celkovych 307).

Tabulka 2. Klasifika¢ni diskriminacni analyza

o Celkovy pocet % spravné
Taxon A. arenosa | A. yrata hybridi o
jedinct zatazenych
A. arenosa 35 2 9 46 76.09 %
A. lyrata 1 185 1 187 98.93 %
Hybridi 8 16 50 74 67.57 %
Vsichni
o 44 203 60 307 87.95 %
jedinci

3. 3. 6. Shoda analyzy morfologickych znakii s vysledky ostatnich analyz

Analyza v programu Canoco kombinovala analyzu PCA a pasivni promitnuti lokalni
regrese (model LOESS). Vsechny promitané faktory (primérna popula¢ni monoploidni velikost
genomu, prumérnd altituda populaci, primérmd hodnota popula¢nich PCA koordinat z matice
SNP dat) se zdaji byt korelované podle prvni osy s PCA analyzou morfologickych dat, bez
ohledu na to, zda je vytvorena matice PCA morfologickych dat pro cely datovy soubor (Obrazek
21), ¢i pouze pro tetraploidy (Obrazek 22). Pro analyzu korelace hodnoty PCA koordinat SNP dat
byla pouzita PCA analyza pouze tetraploidnich jedinct, ve snaze vyloucit vliv ploidni Grovné,

ktery je znatelny pii PCA analyze SNP dat pro cely datovy soubor (viz vySe, Obrazek 22c).
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Obrazek 21a. Shoda monoploidni velikosti

genomu a PCA morfologickych dat pro cely datovy

soubor.
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Obrazek 22a. Shoda velikosti genomu a PCA

morfologickych dat pro datovy soubor tetraploida.

57

Q
9
o~
oY,
&
()
a
2 500
-1.0 PC 1(45 %) 20
Contour Plots
— Altitude
Samples
AL ® HYBR AA

Obrazek 21b. Shoda nadmoiské vysky

a PCA morfologickych dat pro cely datovy soubor.
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Obrazek 22b. Shoda nadmotské vysky

a PCA morfologickych dat pro datovy soubor

tetraploidu.
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Obrazek 22¢. Shoda PCA koordinat analyzy SNP dat a PCA morfologickych dat pro datovy soubor
tetraploidu.
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4. Diskuze

4. 1. Geneticka struktura studovaného systému
Prace pfinasi nejpodrobnéjsi molekularni analyzu populaci studovanych druha
z oblasti. Diky velkému poctu zastoupenych jedincii a velkému mnozstvi zastoupenych

populaci, pfinasi velmi detailni vhled do distribuce genotypt v regionu.

Prace potvrdila jednu z vychozich hypotéz, a sice existenci gradientu genotypl
v oblasti. Zna¢ny vyznam introgrese pro evoluci druhii v oblasti byl prokdzan uz pomoci
mikrosatelitovych dat a na zakladé analyzy plastomu (Schmickl & Koch, 2011, Hohmann &
Koch, 2017) a tato prace jej prokédzala na zaklad¢ analyzy velkého mnoZstvi bialelickych
hybridli, od hybridi intermedidrnich co do genotypu, az po rizné stupné introgrese blizsi

k jednomu ¢i druhému z rodica.

To potvrdila analyza DAPC, ktera pfi prvni analyze s preddefinovanym poctem dvou
skupin oddélila rostliny do shlukd, které ptiblizn€ odpovidali rodi¢ovskym druhlim (a to jak
pii analyze celého datového souboru, tak pii analyze pouze tetraploidnich jedincd). Pii
zvySeni poctu skupin na 3 se u analyzy tetraploidi objevila tfeti, vyznamna skupina, ktera
obsahovala jedince s intermediarnim genotypem. Pfi navySovani poctu skupin analyza
tetraploidii oddé€lovala plynule dalsi a dalsi skupiny, které se smysluplné promitaly jak do
analyzy PCA SNP dat, tak do mapy rozsifeni. Regionem tedy prochazi geneticky gradient,
ktery velmi vyznamné reflektuje geografii, dochazi tu k introgresi na velké Skale a vétSina
populaci je introgresi ovlivnéna. S pifihlédnutim k soucasnému taxonomickému pojeti
systému jsem se rozhodl dél v praci pouzivat skupiny vymezené pti shlukovani do tii skupin,

tedy dvé skupiny pro rodi¢ovské druhy a dalsi, tieti, skupinu pro hybridy.

Pti pouziti K=3 u celého datového souboru (diploidi i tetraploidi) doslo k odd¢€leni
opét do dvou skupin, podobné jako pti K=2, ale navic byli oddéleni diploidi. To mizeme
povazovat za dukaz jisté genetické izolace diploidi od tetraploidnich populaci 4. lyrata.
Signal odd€lujici ploidni trovné od sebe je vyraznéjsi, nez signal gradientu introgrese

oddélujiciho rodi¢ovské druhy mezi sebou.
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4. 2. Polyploidiza¢ni udalost u 4. lyrata

PCA analyza s ptehledem oddé¢lila diploidni populace od ostatnich, diploidi byli
oddé¢leni jako samostatna skupina také pti shlukovaci analyze celého datového souboru (pro
K=3) azpohledu na dendrogramu je také ziejma vétsi divergence mezi diploidnimi
populacemi - coz je pochopitelné, pokud diploidni populace uvazujeme jako starsi,
izolovang¢j$i a navic neucastnici se genového toku s 4. arenosa, ktery mize byt divodem
recentniho sblizovani genomt obou druhli na tetraploidni trovni. Nase vysledky tedy
potvrzuji diive postulované tvrzeni, Ze polyploidizace zptisobila dodate¢nou vnitrodruhovou
reprodukéni bariéru, ziejmé diky problematickému uchyceni triploidii, ktefi jsou nositeli
genového toku mezi diploidni a tetraploidni ploidni urovni (Stebbins, 1971), a mezi obéma
ploidnimi irovnémi nenachazime jedince piechodného genotypu. I pfesto je mezi skupinami
stale predpokladan obousmérny genovy tok (Jergensen et al., 2011). Polyploidizace navic
zpusobila efekt zvany post-polyploidiza¢ni divergence, kdy pravé preruSeni genového toku

mezi populacemi, zpiisobené polyploidizaci, vede k divergenci obou linii (Kolaf et al., 2017).

Autopolyploidizace A. [lyrata je zaroven didvodem, pro¢ miZze dochdzet
k mezidruhovému genovému toku, protoze prekondva mezidruhovou reprodukéni bariéru
mezi A. lyrata a A. arenosa (Jorgensen et al., 2011), divodem muze byt naptiklad pro
mezidruhovou hybridizaci piihodnéjsi strukturni zmény chromosomt, které probihaji
u polyploidii ((Ferguson & Sang, 2001), ptipadné piekonani bariér ve vyvoji endospermu
(Lafon-Placette et al., 2017). Proto jsou tetraploidi podle vystupil této prace vice postizeni
introgresi a diky tomu netvoii jasné¢ skupiny v grafickych vystupech nearest-neighbour
network, kde zatim diploidni populace tvoii pomémé jednoznacné izolované a dobie

navzdjem se shlukujici skupiny.

4. 3. Podoba hybridni zony

Hybridni zéna ma podobu trimodalni hybridni zony, kterd obsahuje plynulé prechody
nasledujicich typlti genotypii: rodie — introgresanti — intermediarni hybridi, coz bylo
prokazano pomoci analyzy RAD sekvenacnich dat a coZz potvrdilo difive naznacené zavéry
ziskané na menSim datovém souboru na zaklad¢ mikrosatelitovych dat (Schmickl & Koch,
2011). Vzhledem k tomu, jak plynuly je gradient introgrese, vSechny arbitrarné vytvorené

skupiny do urCité miry znemoznuji dokonalé¢ poznéni dé€jti v oblasti. Pro dalsi studie by
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nejspiSe bylo vyhodnéjsi pracovat alesponi s molekularnimi daty jako s gradientem, tj.
vytvofit z nich kovariatu, ktera by se pouzivala ve vSech dalSich analyzach, misto rozdé¢leni

do skupin, které¢ bylo pouzito v této praci.

Hybridni zénou prochazi gradient nadmotské vysky. Pravé tento gradient mize byt
zasadni pro uchyceni hybridi v mistech s intermediarni nadmotskou vyskou (a tedy i jinym
klimatem, nezZ na okrajovych Céstech regionu, kde se nachédzi rodicovské populace). Praveé
gradient nadmoiské vysky je pfitomny ve spousté¢ modelovych systémt pro studium
genového toku mezi populacemi a mize odpovidat za jejich genetickou diverzifikaci (Hahn
et al.,, 2012). Prehledova prace Abbota (Abbott, 2017) piinasi detailni srovnani fady
modelovych systémi pro studium hybridizace, ve vyzndmném procentu z nich (asi jedna
tretina zminovanych praci) je rozhodujicim abiotickym gradientm praveé gradient nadmotské

vysky

4. 4. Ploidni urovné

Analyza ploidnich Grovni ukazala, Ze pouze jeden z rodicl se nachazi v oblasti jako
diploid. Pti uvazovani o tom, jaky je tedy ptivod tetraploidnich hybridi v oblasti, mizeme
tedy uvazovat rizné hypotézy. Bud' vznikl tetraploidni hybrid jako allopolyploid ze dvou
diploidnich druht a az poté doSlo k autopolyploidizaénim udalostem, piipad¢ doSlo
k ndhradé ptivodnich rodi¢ovskych linii novymi, které mohly byt tetraploidni. Tomu nicméné
nenahrava souCasné rozSifeni A. aremnosa, ktera se v oblasti vyskytuje jen jako tetraploid
a pravdépodobnost, Ze by se zde kdysi vyskytoval jako diploid (a obé diploidni populace tak
mohli existovat v sympatrii) je zna¢né nizka. Zbyvaji tedy dvé mozné hypotézy. Prvni je
nasledujici: doSlo ke dvéma nezavislym udélostem - nezéavisle vznikl hybrid heteroploidni
hybridizaci tetraploidni A. arenosa a diploidni 4. lyrata, dalSi nezavislou udalosti byla
autopolyploidizace A. lyrata, tim vznikla tetraploidni linie, kterd se poté rozsifila v oblasti
a diky snaz§imu genovému toku mezi hybridem a tetraploidem se poté obé¢ tetraploidni linie
sblizily a jsou drzeny u sebe. Tuto situace nicmén¢ komplikuje problém s vyvinem semene
u potomki ktizeni diploidni A. lyrata a tetraploidni 4. arenosa (Lafon-Placette et al., 2017),
také této situace nenahrdvd soucasné rozSiteni A. lyrata. Pravdépodobnéjsi se tak jevi
predstava, ze prvné€ doslo k autopolyploidizacni udalosti u 4. lyrata, ztejm¢ v dobé po ustupu

glacidlu, kdy tato ndrocné doba nahravala diky néjaké blize neurcené exogenné-selekcni
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vyhod¢ tetraploidiim, ktefi se rapidné rozsifili 1 do oblasti s drsnéjSim klimatem, kde se jinak
spisSe teplomilné;jsi diploidi nedostali. Pfi tomto postupu se potkali s alpskou linii 4. arenosa,
ktera bud’ také postupovala z néjakého hypotetického refugia umisténého vice do hor,
smérem na zapad, anebo, vzhledem k vétsi odolnosti k horskému klimatu, mohla klidné

glacial preckat na mistech soucasného rozsiteni.

Pro populaci AL73 (Faltbach), kde byly odebrani pouze dva jedinci, se nepodatilo
stanovit ploidni uroven pomoci pritokové cytometrie, vzhledem k vysoké nadmoiské vysce
ataké vzhledem ktomu, Ze se jednalo o nejzépadnéjsi cast studovaného arealu, bylo
predpokladéno, ze se jedna o populaci 4. arenosa a proto byly rostliny pro potieby
molekularnich analyz oznaceny za tetraploidy. Molekuldrni analyza potom ukézala, Ze se
jednd o populaci A. arenosa s velmi nizkym stupném introgrese, tetraploidni troven tedy

byla populaci pfifazena spravné.

4. 5. Gradient velikosti genomu

Monoploidni velikost genomu sleduje dva gradienty. Jednak gradient uvnitt druhu
A. lyrata, kdy diploidi maji mnohem mensi monoploidni relativni velikost genomu, nez jejich
tetraploidni pfibuzni. Extrémné, co se velikost genomu tyce, byla populace AL65 (St. Veiter
Staff), ktera byl jiz vySe komentovana jako populace vymykajici se z nékterych skupinovych
charakteristik. Do jist¢ miry muizeme ptredpokladat, ze tetraploidi budou mit jinou
monoploidni velikost genomu, nez diploidi, coz miize souviset s boufi transposomalnich
elementil a dal$imi genomovymi prestavbami, kterd propuknou jako reakce na polyploidizaci
(Smarda & Bures, 2010). V jinych systémech, ale tak vyrazné rozdily mezi monoploidni
velikosti genomu diploidi a polyploidi nebyly pozorovany (napi. Slenker et al., 2018). To
muze byt zplisobeno tim, ze genom takovych rostlin je 1épe uzpiisoben piipadné
polyploidizaci a vliibec nedochézi k tak masivnimu rozvoji dynamiky repetitivnich sekvenci,
pfipadné¢ muiize jiz byt tato dynamika jiZz utlumena nastupem nové vzniklych prostfedkl
genového silencingu, které inaktivuji transponovatelné elementy, a nastupuji tak mechanismy
spiSe snizujici velikost genomu (takové jevy piedpokladadme u dobfe ustanovenych a starych

polyploidnich linif).
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Pokud budeme sledovat gradient velikosti genomu na celém uzemi, tak hybridi maji
intermediarni  velikost genomu. To je vzhledem kjejich allotetraploidni povaze
nepiekvapivé, obsahuji totiz ve svém genomu dvé sady chromozomt od A. arenosa a dvé
sady od A. lyrata a tyto dva se lisi velikosti genomu, kdy 4. [yrata ma znacné vétsi velikost

genomu nez A. arenosa (Hohmann et al., 2014).

Zde se nabizi okomentovat svébytné postaveni populace AL65, kterd krom¢ toho, ze
je vyznamné izolovana na zakladé¢ molekularni analyzy (byla nejjednoznacnéji odd€lenou
skupinou podle analyzy PCA SNP dat (viz Obrazek 6a)), tak ma i unikatni postaveni, co se
tyce velikosti genomu, protoze jako jedind populace A. lyrata spada svou monoploidni
velikosti genomu mezi hybridy. Divodem je, ze se jednd nepochybné o velmi reliktni
populaci, dobie izolovanou i geograficky. Populace je navic pomérné¢ mald, co do poctu
jedincti, mizeme tedy piedpokladat, ze zde dosSlo k néjakému efektu hrdla lahve, ktery
umoznil prosazeni zmén vedoucich ke zmensSeni velikosti genomu — napt. n¢jakou vyraznou
deleci, ¢i chromozomovou translokaci, jejimz disledkem je zmenSeni genomu. Roli mlze
hrat také sympatricky vyskyt s druhem A. halleri, ktery mohl byt také pfi¢inou pozorované
genetické divergence od ostatnich skupin (4. halleri ma nicméné vétsi velikost genomu nez
A. lyrata (Hohmann et al., 2014), tak si nemiZeme vliv pfipadné introgrese na velikost

genomu piedstavovat jako Cisté kvantitativni).

Pokud budeme sledovat velmi detailn€ sledovat situaci v regionu, odhalime napf.
populace Totesweis a Hollental, tyto, podle naSich kritérii uréené jako A. lyrata, jsou
hybridiim nejbliz§i geograficky, velikosti genomu 1 morfologicky, divodem vSech téchto
podobnosti je samoziejmé vysoky stupen introgrese, kdy na zékladé¢ podrobnéjsiho

shlukovani by tyto populace ztejmée byly oznaceny za skupinu hybrida podobnych 4. lyrata.

4. 6. Velikost genomu jako adaptivni znak

Nazory, zda muze byt velikost genomu adaptivnim znakem, ¢i se jednd jen
o stochastické zmény v repetitivnich sekvencich (které se ovSem hromadi a mohou vést
k divergenci), se rGzni (resp. neni dostatek informaci o pfipadné adaptivnosti), ale napf.
u kukufice se jiz prokazalo, ze velikost genomu miZze adaptivné reagovat na abiotické
faktory a zmény ve velikosti genomu mohou byt zplisobené napiiklad adaptaci na

nadmotiskou vysku (Bilinski et al., 2018). Podobné trendy miizeme ocekavat i ve studované
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situaci, protoze oblasti prochazi vyznamny gradient nadmotské vysky, ktery do jisté miry
kopiruje gradient velikosti genomu (Obrazky 21a, 21b). Divodem adaptivniho vyznamu,
muze byt naptiklad jina replika¢ni dynamika (kterd piimo souvisi s velikosti replikovaného
genomu) a s ni spojend rychlost vyvoje bunék a obecné ovlivnéni vyvoje rostliny, co do
nacasovani. To mize souviset s vyssi invazivnosti rostlin, ¢i jen rychlejsim Sifenim, rostlin
s vétSim genomem (viz ,,zelezniCni tetraploid 4. arenosa, ktery ma zjevnou selekéni vyhodu
oproti nativnim diploidim a je schopen tolerovat vétsi rozsah abiotickych faktori, vcetné
obsazovani ruderalnich nik, kde se nativni populace nevyskytuji (Baduel et al., 2016),
podobné se hybridi 4. arenosa a A. lyrata ukazuji jako schopni kolonizace rozsahlého tizemi
mezi vyskyty rodi€ovskych druhii, kde jednozna¢né dominuji (zfejmé diky néjaké ekologické
vyhodg¢, kterou ale mize byt rychlejsi vyvoj a néstup napft. kveteni oproti druhu A. arenosa —
toto je ovSem Cira spekulace a sbér fenologickych dat nebyl predmétem této prace, byt se
ukazuje jako potencialni dal§i smér vyzkumu spolu s podrobnéjsi analyzou ekologickych

preferenci zastoupenych skupin pomoci napt. modelovani ekologickych nik).

Velikost genomu (resp. dynamika repetitivnich sekvenci, ktera ji zpisobuje) ale miize
byt také dost dobtfe také selekéné neutralni (repetitivné sekvence byly koneckonct
donedavna povaZovany za junk DNA, bez vyznamnéjSiho vlivu na fenotyp), resp. jeji vliv na
fenotyp a fitness rostliny miize byt taktéZz velmi maly, ve srovnani s vyznamem jinych
adaptivnich znakd. Za jejimi zménami tak mohou stat selekéné nezavislé jevy tvoftici

geneticky drift (efekt zakladatele, efekt hrdla lahve, apod.) (Smarda & Bures, 2010).

Pravé to také muze byt disledkem v této kapitole jiz diskutované extrémné malé
velikosti genomu u populace AL65, zde zpiisobené zmény ve velikosti genomu, jsou ziejme
zpusobené néjakou vyraznou deleci, populace se vSak nezda byt jakkoliv ovlivnénd mensim
genomem, nebyla pozorovdna zadna ekologickd odliSnost od ostatnich populaci a na jeji
morfologii se odliSna velikost genomu vyrazné neprojevuje — v PCA analyze se dokonce
ukazuje jako podobnéjsi tetraploidnim populacim A. lyrata, nez ostatnim diploidiim, se

kterymi sdili podobnéj$i monoploidni velikost genomu (viz Obrazky 6a a 10).
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4. 7. RozsiFeni rodi¢ovskych druht

Soucasné rozsiteni druhu 4. lyrata ukazuje né€kolik reliktnich diploidnich populaci
vazanych na oblast Wienervaldu s mirnym klimatem a potom tetraploidni populace, které se
pohybuji na samém vychodnim okraji Alp (ale stidle v oblastech s mirnym klimatem).
Diploidi piedstavuji ziejmé izolované, reliktni populace (Muir et al., 2015), zatim co
tetraploidi jsou dynamictéjsi, to mtize souviset i s rozdily v monoploidni velikosti genomu,
kdy introdukované ¢i S$ifici se rostliny (evoluéné mladsi tetraploidi) maji vétsi velikost

genomu nez nativni populace (reliktni diploidi).

Druh A. lyrata je dnes limitovany co do mozného sméru Sifeni, vétSina populaci je
obklopena lesy a nejsou tu zadné koridory pro ptipadny genovy tok. Diploidi jsou v tomto
ohledu jest¢ izolovanéjsi nez tetraploidi. I proto dnes druh v oblasti pfedstavuje ustupujici
holocénni relikt a na fadé diive dokladovanych lokalit (napt. z herbafového materialu) je
dnes jiz pravdépodobné vyhynuly. Divodu ustupu je podléhani kompetici sukcesné
v oblastech bezlesi. V ramci sbérli materidlu pro tuto praci bylo navstiveno piiblizné¢ 10
takovych populaci, kde se druh dfive nachazel, ale dnes jsou lokality zarostlé lesem a rostliny
se tu jiz nenachazi. Takovy trend ukazaly i provedené sbéry v Cesku a na Moravé (Jakub

Hojka, nepublikovany material).

Druh A. arenosa je vazany na oblasti vys$s$i nadmotské vySky, 1 presto se ale jedna
o rostliny podobné spiSe jeho niZinnému ekotypu, tedy pomérmné rychle kolonizujici, az
plevelné, jednoleté rostliny, které dobfe zvladaji stres. Druh se rozhodné nedd (oproti
druhému rodi¢ovskému druhu) oznacit za reliktni, coz naznacuji 1 odhady poctu jedinct
v jednotlivych navstivenych populacich, kdy nejvetsi populace rodu Arabidopsis v oblasti

ptedstavuji pravé populace druhu 4. arenosa.

4. 8. Evoludéni historie A. arenosa a A. lyrata v oblasti

Oba rodi¢ovské druhy jsou velmi mladé, predpoklddany cas jejich divergence
stanoveny na zéklad¢ analyzy plastomu je asi pifed 550 000 lety. Predpokladané centrum
diverzity A. arenosa je v Karpatech, mizeme tedy usuzovat, ze k oddéleni druhti mohlo dojit
v Pannonii, odkud se potom mlady druh A. arenosa vydal do Karpat, kde doslo k jeho

vyrazné diverzifikaci (zfejmé v souvislosti s probéhlou autopolyploidiza¢ni udalosti) (Kolaf
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et al., 2016a). Tomu nasvédcuje 1 to, ze ostatni ptibuzné druhy A4. halleri a 1 sestersky druh
celé skupiny A. thaliana nejsou horské druhy. Centrum diverzity druhu A. lyrata by potom
lezelo ve stfedni Evropé, kde se dnes nachazi uz jen ojedinélé reliktni populace (je v tomto
uzemi tedy v jistém sméru glacidlnim reliktem) a hlavni oblast jeho vyskytu dnes piedstavuji

chladnéjs$i oblasti cirkumartické Eurasie (Ansell et al., 2010)

Po dobé ledové se druhy zifejmé nesetkdvaly, coz je obecné¢ velmi cCasty jev
porovazejici speciaci u rodu Arabidopsis, ktera je tvotrena dlouhymi ¢asovymi obdobimi, kdy
se druhy nepotkavaji a potom obdobimi, kdy dochdazi k introgresi, ktera obecné ¢ini studium

fylogeneze u rodu Arabidopsis znacné komplikované (Novikova et al., 2016)

K prvnimu takovému sekundarnimu kontaktu, ktery umoznil genovy tok a vznik
hybridli, doslo u studovanych pfiblizn¢ pted 300 000 lety, ziejmé& v dobé predpoasledniho
interglacialu (Hohmann & Koch, 2017). Od té doby ale k hybridiza¢nim odalostem stéle
opakovan¢ dochazi, produktem cehoz je ostatné jemny gradient introgrese, z néhoz

usuzujeme na cetna zpétnd kiizeni mezi hybridy vyssich generaci a rodi€ovskymi druhy.

4. 9. Fenotypicka plasticita u A. arenosa

Hlavni komplikaci pro jakoukoliv morfologickou analyzu rostlin z celedi
Brassicaceae pfedstavuje znacnd fenotypicka plasticita, za niz stoji v fad€ ptipadli gradient
prostiedi (Oyama, 1994), ktery v extrémnich ptipadech vede aZ ke vzniku riznych ekotypi
urostlin v odlisSnych prostfedich (naptiklad vysokohorské a nizinné), které¢ se ale
molekularné viibec nelisi, nalezi k t€ém samym genetickym liniim a jsou produktem paralelni
evoluce (Kolar et al.,, 2016b, Konecna et al., nepublikovany materidl), takova je situace
napiiklad v druhu Arabidopsis arenosa, ktery je jednim ze druhli zastoupenych v této praci.
Jednotlivé ekotypy ziejmé u rostlin obecn€ mohou vznikat paralelné jako reakce na ptrechod
do jin¢ho habitatu, napt. do vySs$i nadmotské vysky (Duskova et al., 2017). Tato plasticita je
sice pomerné zuzend ve studovaném systému, setkdvame se tu s jedinci 4. arenosa pomérné
uniformniho ekotypu, i pfesto ale byla u 4. arenosa zcela nepiekvapivé prokazédna znacna
morfologickd plasticita, zejména ve srovnani s mnohem, co do morfologické variability,
sttidmé&jSim druhym rodicovskym druhem, A. lyrata. To potvrzuji 1 vysledky klasifikacni
diskriminacni analyzy — ze 187 jedincl A. lyrata bylo na zékladé¢ morfologickych znaki

pouze cca jediné procento jedinct zafazeno chybné (tedy dva jedinci). Zato u A. arenosa byla
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zhruba jedna pétina (9 jedinctu ze 46) zafazena mezi hybridy. To je zplGsobeno zminénou
znacnou plasticitou 4. arenosa, jehoz nékteii jedinci maji vyznamny piesah prave

s hybridnimi jedinci.

4. 10. Stabilita morfologickych znaki rodici

Rodice se nicméné, co do variability morfologickych znakl ukézaly byt relativné
stabilni, alespon ve srovnani s hybridnimi populacemi. Pti klasifika¢ni diskriminacni analyze
byli jedinci rodiCovskych druhti fazeni zpét do spravnych skupin s mnohem vétsi
pravdépodobnosti nez u hybrida. Pii kanonické diskriminacni analyze byli tyto jedinci velmi

presvédciveé oddéleni podle prvni kanonické osy.

Urcovaci znaky byly potvrzeny v dosavadni podobé (Slavik, 2002; Al-Shehbaz
& O’Kane, 2002) a rozliSovani rodicii by nemélo €init obtize. Obecné plati, ze 4. lyrata ma
mnohem mén¢ délené listy, nez 4. arenosa, jednoznaéné se to projevuje na podob¢ druhého
stonkového listu, ktery je u A. [yrata nedélany, zatimco u A. arenosa je déleny. Dalsi
vyznamny rozdil je v trichomech. U 4. /yrata dominuji na adaxialni stran€ rozetového listu
jednoduché trichomy a obecné jsou rostliny méné chlupaté. A. arenosa je chlupatéjsi a na

adaxialni strané pfevazuji trifurkatni trichomy.

4. 11. Morfologie hybridi

Hybridi se ukézali byt mén¢ homogenni, co do morfologickych znakl neZ rodice. Na
ordinatnim diagramu PCA tvofili souvisly pas mezi rodiCovskymi druhy. Byli zde
zastoupeni jak hybridi s intermediarnim fenotypem, tak jedinci bliz§i fenotypu nékterému
z rodict. Kanonicka diskriminac¢ni analyza nedovedla ptesvédéive oddélit podle prvni osy
samostatny shluk pro hybridni jedince, ale spiSe utvofila fenotypicky gradient mezi rodici.
Pti klasifika¢ni analyze se ukazala jistd nesoudrznost hybridii, co do fenotypu, kdy bylo
zhruba 32 % hybridi zafazeno do rodi¢ovského druhu. 22 % bylo zatazeno do A. lyrata
a zbylych asi 10 % bylo zatfazeno do A. arenosa. To naznacuje, Ze kromé intermediarnich

jedinct, prevazuji mezi hybridy jedinci blizsi k fenotypu A. lyrata.

Co se tyce ptipadnych urcovacich znakl pro determinaci hybridii, vzhledem k tomu,
ze v PCA analyze jsou rozdéleni podle stejné osy jako rodice a tvofti souvisly piechod mezi

nimi, jsou i co do urCovacich znakii intermediarni a navic, vzhledem k riznym urovnim
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introgrese, nevykazuji jednoznacny hybridni fenotyp a nemiizeme tak ani vymezit
jednoznaéné urcujici znaky. Mizeme nicméné potvrdit, ze v zasadnich urcujicich znacich
vykazuji pfechodné stavy mezi rodi¢i. Pokud u A. lyrata prevazuji na adaxidlni strané
razicovych listd jednoduché a vzacnéji vidli¢naté trichomy, u 4. arenosa pievazuji trifurkatni
trichomy a u hybridi vétSinou ptevazuji vidlicnaté a vzacné trifurkatni trichomy. Obecné

jsou také chlupatéjsi nez A. lyrata (ale méné€ nez A. arenosa).

4. 12. Zivotni strategie

V literatufe uvadeéna jednoletost 4. arenosa a viceletost A. lyrata byla v této studii
potvrzend métenim poctu kofenovych vétveni. Hybridi se v tomto znaku ukazali jako blizsi
A. arenosa a jsou vétSinou jednoleti ¢i dvouleti, to mize souviset s jejich agresivnéjSim
stylem Zivota, kdy mohou snadno a efektivné obsazovat volné ekologické niky v krajing. Obé
tyto skupiny jsou také mnohem uspeésnéjsi v kompetici oproti A. [yrata, ktery se
v soucasnosti ve stfedni Evropé drzi na reliktnich bezlesich lokalitach a je dnes spiSe na

ustupu.

Analyza poctu stonkii, Grovné vétveni a stupné apikalni dominance (zde bylo
zaznamenavano, zda existuje dominantni stonek, jasn€ dominujici nad ostatnimi a zda jsou
pfitomny ptipadné vedlejsi stonky) prokazala, Ze u druhu A. lyrata se mnohem uplatije
apikdulni dominance, coZ souvisi s tim, Ze rostliny 4. /yrata jsou obecné kompaktné;jsi
adrobngj$i. 1 diky tomu jsou tak kompeticné slabé oproti mnohem vice se vétvici

a rozrustajici se A. arenosa a hybridiim, kde apikalni dominance neni tak vyznamna.

4. 13. Reflexe morfometrickych znakii na gradientu nadmorské vysSky a velikosti
genomu

Soucasti této analyzy nebyl opravdovy test zavislosti mezi molekularnimi znaky,
morfologickymi znaky a velikosti genomu. Byla nicméné provedena alespont pasivni
projekce gradientu nadmoiské vysky, velikosti genomu a také koordinat prvni osy PCA
z analyzy SNP dat na ordinacni diagram PCA z matice morfologickych dat. Ve vSech
piipadech se vrstevnice promitanych gradientd zobrazili jako kolmé na prvni osu PCA
morfologickych znakl, coz naznacuje, ze morfologie je v téchto gradientech vyznamné

reflektovana.
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4. 14. Systematicky pohled na situaci v regionu
Na zakladé analyzy DAPC byly oddéleny cCisté rodicovské linie. Tyto linie se
ukazaly byt morfologicky stabilni, maji odliSnou velikost genomu a existuji pro né¢ pouzitelné

uréovaci znaky.

Hybridi se ukazali byt ve zminénych ukazatelich intermediarni, byt jejich odliSeni od
rodi¢li na zakladé morfologie je obtizné. Ani na zdkladé¢ molekularnich dat nevytvari
jednoznacné oddélenou skupinu a proto by bylo velmi piedCasné je vymezovat coby
samostatny druh. Oproti ostatnim allopolyploidnim druhiim (4. suecica (Jakobsson et al.,
a dynamictéjSim systémem, ktery je navic stale Zivy a stale dochazi ke zpétnym kiiZenim (to
se o ostatnich systémech neda fict, u nich jiz neexistuje sekundarni konktaktni zéna, kterou
v Rakousku stale nachazime), i proto by ustanoveni hybridi coby samostatného taxonu bylo

velmi piedcasné.

4. 15. Divod tspéchu hybrida

Z potencialn¢ adaptivnich morfologickych znakt,, v némz by hybridi vynikali oproti
rodi¢iim, stoji za to zminit jiz vySe zminénou vyhodu v Zivotnim cyklu a urovni vétveni, kdy
hybridni rostliny jsou jednoleté¢ a diky vétSimu vzristu a vétveni (oproti 4. lyrata) jsou

kompeti¢né silné&jsi.

Uzemi, kde se hybridi nalézaji, z obou stran ohrani¢ené rozsifenimi rodi¢ovskych
druhti, pfedstavuje hypotetickou intermediarni niku, co do abiotickych gradient
prochazejicich uzemim (napf. co do nadmotské vysky, viz graf pasivni projekce nadmoiské
vySky na ordina¢ni diagram PCA morfologickych znaktli, Obrazek 21b). Jedna se o Gzemi
mezi horskym, téméf az alpskym, klimatem (kde se nachazi A. aremosa) a mirnym

panonskym klimatem (kde se nachéazi nizinnd A. lyrata).

Déle byla pozorovéana tendence hybridi k synantropn¢j$Sim habitatim (nabizi se
podobnost s ,,zeleznicnim genotypem* A. arenosa (Baduel et al.,, 2016) a dalSimi
modelovymi systémy (Lihova et al., 2007)), miZeme snad i podobn& usuzovat, ze jsou

hybridi odolnéjsi k nékterym stresovym faktorim, v lokalit¢ jejich vyskytu to muze
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piedstavovat naptiklad lepsi tolerance sucha. Hybridi se diky tomu casto vyskytuji na suti,

coz je substrat, na kterém rodi¢ovské druhy nenachazime.

Diivod zdanlivého vyskytu hybridi na synantropnich habitatech ale muze byt
mnohem prozai¢téj$i — hybridi jsou totiz (podobn¢ jako rodi¢ovské druhy) vazani na bezlesi
a silnice a cesty potom ptedstavuji velmi vyhodné koridory pro jejich Sifeni. V soucasné
situaci, kdy v oblasti spi$ pfibyva lest a mista primarniho bezlesi zarustaji vegetaci, jsou totiz
rostliny odkazany bud’ na ostrivky primarniho bezlesi jako u druhu 4. lyrata a nebo se
mohou §ifit oblastmi sekundarniho bezlesi zptuisobeného lidskou cinnosti (odkryvy skal
v zéfezech silnic, apod.). Pii takové ,kolonizaci® samoziejm¢ hybridim vyhovuje zminéna

-----

A. lyrata).
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5. Zavér

Préace si kladla za cil posoudit genetickou, morfologickou a cytotypovou variabilitu
druhtt Arabidopsis lyrata, A. arenosa a jejich potencidlnich hybridl v oblasti Predhtii Alp.
do situace, jak do poctu studovanych populaci, tak do zabéru pouzitych metod. Poprvé byla

v oblasti pouzita plnohodnotna morfometricka analyza a analyza velikosti genomu.

Analyza molekularnich dat odhalila gradient introgrese, ktery velmi zvolna piechazi
od jednoho rodi¢ovského druhu k druhému a zahrnuje celou $kalu hybridnich genotypti, od
intermediarnich, az po velmi podobné rodicovskym druhiim. Genetické variabilita je dobie
reflektovdna geograficky, rozmisténi populaci ale kromé geografického trendu sleduje take
gradient nadmotské vysky. Hybridni zona ma podobu tzv. trimodalni hybridni zény, tedy v ni
neprobiha ani selekce proti hybridiim, ani nejsou hybridi vyrazné zvyhodnéni oproti rodi¢tim,
existuje tu gradient introgrese, jsou zde zastoupeny vSechny genotypy a jejich kombinace.
Vyjimku tvoii diploidi 4. lyrata, kteii ptredstavuji reliktni skupinu, jsou geneticky velmi
dobfe vymezeni, geograficky izolovani a jsou nejméné postiZeni introgresi. Oproti tomu
hybridi se zdaji byt kompeticné UspéSni, mozna diky vazbé na synantropni habitaty

a prechodu na jednolety zplisob Zivota.

Oblasti prochazi také gradient velikosti genomu tetraploidd, hybridi maji
intermediarni velikost genomu. Diploidi 4. lyrata maji mensi velikost genomu, ziejmé diky
efektu hrdla lahve, ktery se mize naplno projevit pravé v malych izolovanych populacich.
Vétsi monoploidni velikost genomu tetraploidti 4. lyrata ale miize byt vysvétlena také
oscilacemi provazejici polyploidizacni udalosti (napf. ve form¢é zmény dynamiky

repetitivnich sekvenci).

Geneticka variabilita je reflektovana morfologickou variabilitou, n&ktefi hybridni
jedinci jsou intermedidrni co do genotypu i fenotypu, jini jsou bliz§i nékterému z rodici
a neexistuje ostry prechod mezi hybridy a rodicovskymi druhy, i proto je problém hybridy
rozeznat morfologicky a ur€it jasné determinacni znaky. Oproti tomu rodiovské druhy jsou

morfologicky stabilni, determinacni znaky byly potvrzeny v doposud pouzivané podob¢.
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Ve své piisti praci bych rad rozsifil studii také o oblast Wachau, kde se také nachazi
potencialni hybridni populace. Zcela jiny smér potom piedstavuje zamyslené studium
fylogeografie druhu A. lyrata, nebot’ z materidlu, ktery nakonec v této praci nebyl pouzit,
vime, Ze v celé stfedni Evropé se setkavame s obémi ploidnimi urovnémi a otazka evolu¢ni
historie obou cytotypti zatim nebyla uspokojivé zodpovézena (neni ani bezpecné zndmo, zda
jsou vSichni tetraploidi produktem jediné polyploidizacni udalosti). Ve stfedni Evropé¢ se také
nachazi dal$i mista sekundarniho styku rodi¢ovskych druht a tak i dal$i potencialni hybridni

zony.

Pro lepsi podchyceni vlivu abiotickych gradientti bych chtél do pfisti prace zapojit
také modelovani ekologickych nik, které byumoznilo modelovat evolué¢ni historii druhti jak

v oblasti, kterd je pfedmétem této prace, tak i v celé stiedni Evropé.
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7. Prilohy
Piiloha 1. Vysledky shlukovaci analyzy

Tabulka 1. Vlevo kompletni datovy soubor, vpravo analyza pouze pro tetraploidni jedince. Kazda barva
oznacuje jeden ze shlukd vytvotrenych pfi analyze.

Kompletni datovy

Jedinec soubor Pouze tetraploidi
K=2 K=3 K=2 K=3 K=4 K=5

ALO8_Y2 AL AL
ALO8_Y3 AL
ALO8_Y7 AL
AL26_29 AL AL AL AL AL AL
AL26_30 AL AL AL AL AL AL
AL26_33 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL26_X3 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL26_X7 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL27_20 AL AL AL AL AL AL
AL27_22 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL27_23 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL27_24 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL27_28 AL AL AL AL AL AL
AL28_16 AL AL AL AL AL AL
AL28_24 AL AL AL AL AL AL
AL28_26 AL AL AL AL AL AL
AL29_17 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL29_18 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL29_19 AL AL | ac NEREN lyrata-like
AL29_22 AL AL AL AL AL AL
AL29_23 AL AL AL AL AL AL
AL29 24 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL30_20 AL
AL30_25 AL
AL30_28 AL
AL30_X1 AL
AL30_X2 AL
AL30_X3 AL
AL31_16 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL31_18 AL AL AL AL AL
AL32_16 AL AL lyrata-like lyrata-like
AL32_17 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL32_20 AL AL AL AL AL
AL32_23 AL AL AL AL AL
AL32_25 AL AL AL AL AL
AL32_26 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL33_14 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL33_15 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL33_16 AL AL AL AL AL
AL33_17 AL AL AL AL AL
AL33_18 AL AL AL AL AL
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AL33_19 AL AL AL AL AL AL
AL33_20 AL AL AL AL AL AL
AL34_16 AA AA AA

AL34_18 AL AA AA

AL34_22 AA AA AA

AL34_23 AA AA AA

AL34_24 AA AA AA

AL34_25 AA AA AA

AL35_18 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL35_19 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL35_20 AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL35_24 AL AL lyrata-like lyrata-like
AL35_25 AL AL lyrata-like lyrata-like
AL37_16 AA AA

AL37_17 AL AA

AL37_19 AL AA

AL37_22 AA AA

AL37_24 AL AA

AL38_22 AL AA

AL38_23 AL AA

AL38_25 AL AA

AL38 X1 AA AA

AL38 X2 AA AA

AL38 X4 AA AA

AL39_11 AA AA

AL39_12 AA AA

AL39_14 AA AA

AL39_16 AA AA

AL39_18 AA AA

AL39 24 AA AA

AL40_14 AA AA

AL40_15 AA AA

AL40_17 AA AA

AL40_19 AA AA

AL40_20 AA AA

AL41_14 AA AA

AL41_16 AA AA

AL41_17 AA AA

AL41_18 AA AA

AL41_19 AA AA

AL42_13 AA AA

AL42_14 AA AA

AL42_15 AA AA

AlL43_14 AA AA

AL43_17 AA AA

AL43_18 AA AA

AL43_20 AA AA

Al44_14 AL AA lyrata-like

AlL44 17 AL AL lyrata-like

AlL44 18 AL AL lyrata-like

AL44 19 AL AA lyrata-like




AL64_16 AL

AL64_18 AL

AL64_19 AL

AL64_20 AL

AL64_21 AL

AL64_22 AL

AL64_23 AL

AL64 25 AL

AL65_12 AL

AL65_13 AL

AL65_14 AL

AL65_15 AL

AL65_16 AL

AL65_17 AL

AL70_16 AA AA AA AA

AL70_17 AA AA AA AA

AL70_18 AA AA AA AA

AL70_19 AA AA AA AA

AL70_20 AA AA AA AA

AL70_22 AA AA AA AA

AL70_23 AA AA AA AA

AL70_25 AA AA AA AA

AL72_16 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL72_17 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL72_19 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL72_20 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL72_22 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL72_23 AA AA AA

AL72_24 AL AA AL

AL72_25 AA AA AA

AL72_26 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL73_01 AA AA AA AA AA AA
AL73_02 AA AA AA AA AA AA
AL74_13 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL74_14 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like
AL74_15 AL AL AL AL lyrata-like lyrata-like

82




Piiloha 2. Vysledky analyzy DAPC pro kompletni datovy soubor

0.4

Density
0.3

02

01

0.0

Discriminant function 1

Obrazek 1a. Analyza DAPC kompletniho datového souboru pro K=2

6’1’ \-

Obrézek 1b. Analyza DAPC kompletniho datového souboru pro K=3.
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Piiloha 3a. Seznam populaci zaifazenychdo této prace

Tabulka 1. Tuéné jsou vyznacené diploidni populace. Populace byly do skupin rozdé€leny na zaklad¢ pievazujici
pfislusnosti jedinct do skupin pfi analyse DAPC (viz ptiloha 1).

Odhad poctu
ID Skupina Lokalita Soufadnice Nadm. vyska | Ploidie jedinct
ALO8 | A.lyrata Voslauer Hiitte 47°58'47.15" | 16°09'49.64" 485 m.n.n. ca. 200
AL26 | A.lyrata Liechtenstein Castle 48°05'34.20" | 16°16'14.61" 298 m.n.n. 4n ca. 200
AL27 | A.lyrata Castle Ruin Modling 48°04'46.38" | 16°16'01.84" 335 m.n.n. 4n ca. 100
AL28 | A.lyrata Castle Ruin Rauheneck | 48°0022.36" | 16°12'17.90" 362 m.n.n. 4n ca. 100
AL29 | A.yrata Berndorf 47°56'30.62" | 16°06'54.19" 319 m.n.n. 4n ca. 200
AL30 | A.lyrata Pernitz 47°55'09.19" | 15°58'32.43" 548 m.n.n. ! 300-600
AL31 A.lyrata Reichental 47°53'03.16" | 15°59'35.10" 425 m.n.n. 4n ca. 50
AL32 | A.lyrata Castle Ruin Emmerberg | 47°49'07.31" | 16°06'04.66" 440 m.n.n. 4n 300-400
AL33 A.lyrata Johannesbach Gorge 47°46'45.59" 16°02'37.90" 458 m.n.n. 4n 50-100
Kalte Kuchl 47°52'50.74" | 15°41'37.52" 686 m.n.n. 4n ca. 300
Halbach Valley 47°56'16.17" | 15°41'55.23" 544 m.n.n. 4n ca. 200
Gutenstein 47°52'34.59" | 15°53'54.78" 486 m.n.n. 4n 1
Untermitterbach 47°52'36.01" | 15°36'48.38" 656 m.n.n. 4n 300-500
Castle Ruin Hohenberg 47°54'14.82" 15°37'23.65" 556 m.n.n. 4n ca. 50
AL39 | A. arenosa St. Aegyd 47°50'54.04" | 15°33'24.82" 602 m.n.n. 4n >1000
ALA0 | A. arenosa Kernhof 47°49'03.65" | 15°32'19.97" 719 m.n.n. 4n 100-200
ALA41 | A. arenosa Rechengraben 47°47'40.22" 15°21'19.51" 818 m.n.n. 4n ca. 300
AL42 | A. arenosa Lake Hubertus 47°48'35.90" 15°22'37.40" 844 m.n.n. 4n ca. 50
AL43 | A. arenosa Annarotte 47°52'02.55" 15°21'36.47" 869 m.n.n. 4n 50-100
| AL44 | Hybrid | Schrambach 47°59'40.12" | 15°34'1735" | 392mann._ | 4n ca. 50
AL64 | A. lyrata Manhartsberg 47°59'03.48" | 16°09'49.32" 524 m.n.n. ca. 100
AL6S | A. lyrata St. Veiter Staff 48°01'48.36" 15°39'23.04" 635 m.n.n. ca. 100
AL70 | A. arenosa Totes Weib 47°43'38.86" 15°29'03.49" 898 m.n.n. 4n ca. 30
AL72 A. lyrata Hollental 47°45'05.76" 15°44'56.76" 612 m.n.n. 4n ca. 50
AL73 | A. arenosa Faltbach 47°47'00.49" | 15°10'46.00" 1020 m.n.n. 4n* 2
AL74 | A. lyrata Eng 47°42'56.37" 15°51'00.62" 815 m.n.n. 4n ca. 30
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Piiloha 3b: Pocet jedincii zafazenych do jednotlivych analyz

Tabulka 1.
Ploidni Velikost Celkem
ID Morfometrika uroven genomu RADseq sebrano

ALO08 20 12 4 3 31
AL26 14 23 7 5 33
AL27 14 11 0 5 28
AL28 15 12 0 3 27
AL29 15 10 10 6 25
AL30 19 15 4 6 31
AL31 13 5 0 2 21
AL32 15 11 0 6 26
AL33 12 8 0 7 21
15 10 13 6 25

17 8 11 5 25

0 0 0 1

15 10 5 5 25

17 10 2 6 25

AL39 0 9 4 6 25
ALA40 10 10 10 5 20
AL41 0 10 0 5 20
ALA42 10 5 0 3 20
ALA43 11 10 7 4 26
| A4 | 10 10 5 4 20
AL64 15 10 8 8 25
ALG65 11 18 7 6 18
AL70 15 8 8 8 25
AL72 15 9 8 9 25

AL73 0 0 0 2 2
AL74 9 5 4 3 18
Celkem 307 250 117 128 588
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Priloha 4. Seznam mérenych morfologickych znakii.

Tabulka 1. Cervené jsou vyznagené znaky, které byly vyFazeny na zakladé vysoké korelace s otatnimi.

Kéd znaku Jednotka | Popis znaku
Tvar a velikost listt
RosNTooths pocet Pocet zubU na terminalni (nedélené) ¢asti nejvétsiho rizicového listu
RosNLobes pocet Pocet lalokd délené ¢asti nejvé:téiho r.liliiCO\,/éhO listu (pocita se kazdy
samostatné, nikoliv v parech).
RosLSecT binarni 0,1 Pfitomnost/absence sekundarnich zubt v rdmci délené ¢asti listu
RosLTerL [mm] Délka terminaini (nedélené) ¢asti nejvétsiho rizicového listu
RosLDivL [mm] Délka délené ¢asti nejvétsiho razicového listu
RosLPetL [mm] Délka "Fapiku" nejvétsiho rizicového listu
RosLWter [mm] Sitka nejvétsiho razicového listu - nejsirsi misto terminalni ¢asti
RosLWdiv [mm] Sitka nejvétsiho razicového listu - nejsirsi misto délené &asti
StNTooths pocet Pocet zubl na terminalni (nedélené) ¢asti druhého stonkového listu
StNLobes pocet Pocet lalokd délené ¢asti druhvéhc') stt')nkovlého listu (pocita se kazdy
samostatné, nikoliv v parech).
StLTerL [mm] Délka terminalni (nedélené) ¢asti druhého stonkového listu
StLDivL [mm] Délka délené casti druhého stonkového listu
StLPetL [mm] Délka "fapiku" druhého stonkového listu
StLWter [mm] Sitka druhého stonkového listu - nejgirsi misto terminaini &asti
StLwdiv [mm] Sitka druhého stonkového listu - nejsirsi misto délené &asti

*Lalok je oddélen zarezy zasahujicimi alespori do poloviny délky mezi stfedni Zilkou a okrajem listu v nejsirsi ¢asti.
Je-li zafez mél¢i, jedna se o zub.

Znaky na kvétnich ¢astech

Barva kvétu (0 - bila, 1 - svétle riZova (jakykoliv ndznak rizové barvy),

Petal colour skala 0,1,2 Y oy
2 - tmavé rGzZova)
Petal length mm Délka petalu, méreno na nejsirSim neposkozeném petalu
Petal width mm Sitka petalu, méfeno na nejsirsim neposkozeném petalu
Lon idest) Sepal , vy - M ,
€ (\rgngth) P mm Délka vnéjsiho sepalu (méfen nejsirsi neposkozeny sepal)
Long Sepal width mm Sitka vnéjsiho sepalu (méFen nejsirsi neposkozeny sepal)
Short (widest) Sepal . - g, . ,
or (‘II:ngetsh) epa mm Délka vnitfniho sepalu (méfen nejsirsi neposkozeny sepal)
Short Sepal width mm Sitka vnitiniho sepalu (méfen nejsiréi neposkozeny sepal)
Longest Filament mm Délka nejdelsi ty¢inky (pouze nitky, bez prasniki)
Carpel length mm Délka plodolistu (véetné blizny)
Znaky mérené na herbarové polozce
Délka hlavniho stonku (od kofenového nodu, kde kofen pfechazi v
HPI mm oy oy . R
ruzici), az po nejspodné;jsi kvét/plod
Délka apikalniho kvétenstvi hlavniho stonku. Od nejspodnéjsiho
LAl mm

kvétu/plodu, az po nejhornéjsi kvét/kvétni poupé.
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NL pocet Pocet listd, véetné chybéjicich listd, p?kud je patrné misto, kde byl list
odstranén.
NF pocet Pocet kvétd, pocitaji se kvéty, plody, ¢i kvétni poupata vétsi nez 2 mm.
. Rad vétveni. Za vétev se poéita kazda vétev zakonéend poupétem,
DB pocet L. _ .
kterd je podeprena vlastnim listem.
DoMS &la0, 1,2 Domm,ance vhlavmt\’o ston’ku}— 1: jediny h,Iavm stoTek 2 P’wlavr?l sto_nek a
vyrazné mensi laterdlni stonky 3: vice stonk( stejné velikosti
. Pocet stonkl rozety, ze které vyrlsta hlavni stonek. Vcetné hlavniho
NS pocet
stonku.
Pocet kofenovych nodi (bud vyrazné ztlustliny nebo mista vétveni
RB pocet korene). Kofenovy ndd z néhoz vyrista ptizemni riZice se pocita jako
prvni.
*Coby hlavni stonek se pocitd ten nejdelsi.
Znaky na trichomech
Trichomy na druhém nejvétsim ruZicovém listu - adaxialni strana
BigRTDU % Denzita trichom(
BigRTdomU skala Prevazujici typ trichomu (1 - jefinc’)dtilch\'/v, 2 - vid.li?nat\'/, 3- trifurkatni, 4
1,2,3,4 - tetrafurkatni az hvézdicovity)
BigRT1U binarni 0,1 PFitomnost jednoduchych trichomi
BigRT2U binarni 0,1 PFfitomnost vidli¢natych trichomu
BigRT3U binarni 0,1 Pfitomnost trifurkatnich trichoma
BigRT4+U binarni 0,1 Pritomnost tetrafurkatnich ¢i hvézdicovitych trichoma
Trichomy na druhém nejvétsim rGzicovém listu - abaxidlni strana
BigRTDL % Denzita trichom(
. skala Prevazujici typ trichomu (1 - jednoduchy, 2 - vidli¢naty, 3- trifurkatni, 4
BigRT L
IgRTdom 1,2,3,4 - tetrafurkatni az hvézdicovity)
BigRT1L binarni 0,1 PFitomnost jednoduchych trichoml
BigRT2L binarni 0,1 PFritomnost vidli¢natych trichoma
BigRT3L binarni 0,1 Pfitomnost trifurkatnich trichoma
BigRT4+L binarni 0,1 PFitomnost tetrafurkatnich ¢i hvézdicovitych trichom(
BigRL_apex.only binarni 0,1 PFitomnost trichom( pouze na Spicce listu

Trichomy na dolni éasti stonku (od pFizemni rliZice po druhy stonkovy list)

LowSTD % Denzita trichom(

LowST1 bindrni 0,1 Pritomnost jednoduchych trichom(

LowST2 binarni 0,1 PFritomnost vidli¢natych trichoma
LowSTshape_p binarni 0,1 Pfitomnost rovnych trichom(
LowSTshape_k bindrni 0,1 PFritomnost zvinénych trichoma
LowSTshape_s bindrni 0,1 Pfitonost vyraznéji zvinénych trichomt

Trichomy na tfetim stonkovém listu - adaxialni strana

3rdStLTDU % Denzita trichom
skala Prevazujici typ trichomu (1 - jednoduchy, 2 - vidlicnaty, 3- trifurkatni, 4
3rdstLTdomu 1,2,3,4 SR tetr(afu:kétnl' a’ h\Z“e’zdicovit\'/) ’ '
3rdStLT1U binarni 0,1 Pritomnost jednoduchych trichoml
3rdStLT2U binarni 0,1 Pritomnost vidlicnatych trichoma
3rdStLT3U binarni 0,1 Pritomnost trifurkatnich trichoma
3rdStLT4+U binarni 0,1 Pritomnost tetrafurkatnich ¢i hvézdicovitych trichoma
Trichomy na tfetim stonkovém listu - abaxialni strana
3rdStLTDL % Denzita trichom

87




3rdStLTdomL

skala

Prevazujici typ trichomu (1 - jednoduchy, 2 - vidli¢naty, 3- trifurkatni, 4

1,2,3,4 - tetrafurkatni az hvézdicovity)
3rdStLT1L binarni 0,1 PFitomnost jednoduchych trichomi
3rdStLT2L binarni 0,1 Pfitomnost vidlicnatych trichomi
3rdStLT3L binarni 0,1 Pritomnost trifurkatnich trichoma
3rdStLT4+L binarni 0,1 Pritomnost tetrafurkatnich ¢i hvézdicovitych trichoma

3rdStL_apex.only

binarni 0,1

Pritomnost trichom(l pouze na Spicce listu

homy na horni

Casti stonku (od druhého stonkového listu vyse)

UpSTD % Denzita trichom(

UpST1 bindrni 0,1 PFitomnost jednoduchych trichomi

UpST2 binarni 0,1 PFitomnost vidli¢natych trichoma
UpSTshape_p bindrni 0,1 PFitomnost rovnych trichomi
UpSTshape_k bindrni 0,1 Pritomnost zvInénych trichom?
UpSTshape_s binarni 0,1 PFitonost vyraznéji zvinénych trichoma

Trichomy na poupatech

FlowBTD_ apex bindrni 0,1 Trichomy pfitomné pouze na Spicce kvétniho poupéte - 1, vSechny

ostatni moznosti- 0

FlowBTD_whole

binarni 0,1

Pritomnost trichomU na celém kvétnim poupéti

FlowBT1 binarni 0,1 Pfitomnost jednoduchych trichoml
FlowBT2 binarni 0,1 Pritomnost vidli¢natych trichoma
Pomérové znaky

P1 LAI/HPI

P2 LAI/NF

P3 HPI/NL

P4 RosLTerL/RosLWter

P5 RosLDivL/RosLWdiv

P6 RosLDivL/RosNLobes

P7 RosLTerL/RosNTooths

P8 RosLCelkovaDelkaListuBezRapiku/CelkovyPocetZubu
P9 RosLCelkovaDelkalListuBezRapiku/PocetLaloku+1
P10 RosLDelkaTerminalnihoLaloku/CelkovaDelkaListuBezRapiku
P11 StLTerL/StLWter

P12 StLDivL/StLWdiv

P13 StLDivL/StNLobes

P14 StLTerL/StNTooths

P15 StLCelkovaDelkalListuBezRapiku/CelkovyPocetZubu
P16 StLCelkovaDelkaListuBezRapiku/PocetLaloku+1
P17 StLDelkaTerminalnihoLaloku/CelkovaDelkalListuBezRapiku
P18 Petal.length/Petal.width
P19 Long..widest..Sepal.length/Long.Sepal.width
P20 Short..widest..Sepal.length/Short.Sepal.width
P21 Long..widest..Sepal.length/Short..widest..Sepal.length
P22 Long.Sepal.width/Short.Sepal.width
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Priloha 5a. Analyza hlavnich komponent morfologickych dat v§ech populaci

Tabulka 1. Procenta vysvétlené variability, smérodatna odchylka a vlastni ¢isla pro prvnich pét os.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
Smérodatna odchylka 4.071166107 | 2.651377 | 1.896986 | 1.790827 | 1.58556
Procento zachycené variability 0.22705 0.0963 0.0493 | 0.04393 | 0.03444
Kumulativni procento 0.22705 0.32335 | 0.37264 | 0.41657 | 0.45101
Vlastni ¢islo 16.57439347 | 7.029799 | 3.598557 | 3.20706 | 2.514001

Tabulka 2. Vlastni vektory jednotlivych znakd. Modfe vzdy pét znakti nejvice pfispivajicich k rozdéleni podle
prislusné osy. Znaky sefazené podle abecedy.

Znak PC1 PC2 PC3

BigRL_apex.only -0.0317188 0.0590757 -0.1290425
BigRT1L 0.041356 -0.0050437 0.0819762
BigRT1U -0.101188 -0.017528 0.1593942
BigRT2L 0.1543837 -0.0546327 0.1457004
BigRT2U 0.0811892 0.010583 0.1671081
BigRT3L 0.2027473 -0.0749219 -0.0169405
BigRT3U 0.1802846 -0.0371335 0.037944
BigRT4.L 0.12078 -0.0482931 -0.168755
BigRT4.U 0.0977409 -0.0523886 -0.1348956
BigRTDL 0.202004 -0.0554899 0.0355645
BigRTdomU 0.1707117 -0.047551 0.1049917
BigRTDU 0.0927093 -0.0264008 0.2291864
Carpel.length -0.0978786 -0.145079 -0.2041783
DB 0.1109462 -0.1665656 0.1157448
FlowBT1 0.2022019 -0.0719663 0.0018945
FlowBT2 0.1753785 -0.0534179 -0.0275999
FlowBTD_whole 0.0552529 0.0191325 -0.0605572
HPI -0.0144395 -0.3022655 0.1631614

LAI -0.0930009 -0.198769 0.07786
Long..widest..Sepal.length -0.1147383 -0.1827271 -0.1602352
Long.Sepal.width -0.0758736 -0.152979 -0.1626743
Longest.Filament -0.1401686 -0.0986414 -0.2203339
LowST2 0.0690313 -0.0068704 0.0526912
LowSTD 0.1757849 -0.1290675 0.0485477
LowSTshape_k 0.1279045 -0.1518759 0.0871485
LowSTshape_s 0.0507543 -0.0710352 0.0603427
NF -0.1006797 -0.1598065 0.0585064
NL 0.0290717 -0.151458 0.0016005
NS 0.0723299 -0.1382576 0.0599936
P1 -0.0484497 0.005695 -0.0796495
P11 -0.151138 -0.0797269 0.1141955
P14 -0.1562916 -0.1960921 0.0546172
P15 -0.0574725 -0.1935156 0.0462019
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P18 0.0169331 0.0275931 0.0105403
P19 -0.0375368 0.0442921 -0.0523755
P2 -0.0592154 -0.1176398 0.132396
P20 -0.0082218 -0.0261073 0.0722864
P21 -0.0023929 0.0454857 0.0967349
P22 -0.0079485 0.0315728 0.1150519
P3 -0.0176894 -0.2088322 0.1801687
P4 -0.1490055 -0.0120801 -0.0373835
P6 0.0907755 -0.1529788 0.1020573
P8 -0.1092547 -0.0419957 -0.0025106
P9 -0.1545514 -0.093611 -0.0258746
Petal.colour 0.1168856 -0.0274062 -0.0984943
Petal.length -0.1549564 -0.1383332 -0.2284042
Petal.width -0.1365981 -0.1278858 -0.1932251
RB -0.046619 0.0036283 -0.0283769
RosLPetL -0.0978973 -0.1908026 0.0621796
RosLSecT 0.0722842 -0.0455364 -0.0821101
RosLTerL -0.1322837 -0.2113213 0.0400696
RosLWter -0.0012533 -0.2655931 0.085987
RosNLobes 0.1889463 -0.0781867 0.0350766
RosNTooths -0.0112349 -0.0742674 0.0336216
Short..widest..Sepal.length -0.1198139 -0.1668777 -0.2004853
Short.Sepal.width -0.0870019 -0.1026904 -0.2463122
StLPetL 0.0721597 -0.2108213 0.0374274
StLTerL -0.1061077 -0.2694485 0.0794879
StLWter 0.1202156 -0.1940921 -0.0706715
StNLobes 0.1703293 -0.0413389 -0.1489075
StNTooths 0.1589845 -0.0500521 -0.0045684
UpST2 0.0312492 -0.0269086 -0.0633242
UpSTD 0.1511729 -0.0553649 -0.2002877
UpSTshape_s 0.0789842 -0.0527112 -0.1773186
X3rdStL_apex.only -0.0610742 -0.0051691 0.1185216
X3rdStLT1L 0.116234 -0.04623 0.0022868
X3rdStLT1U 0.0759969 -0.013917 -0.0056298
X3rdStLT3L 0.1913279 -0.0785992 -0.1191503
X3rdStLT3U 0.1680294 -0.0537664 -0.1659153
X3rdStLT4.L 0.1003693 -0.0388992 -0.0790501
X3rdStLT4.U 0.0720505 -0.0095339 -0.1469266
X3rdStLTDL 0.2025374 -0.0743154 -0.1209904
X3rdStLTDU 0.1807695 -0.060703 -0.1526852
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Piiloha 5b. Analyza hlavnich komponent morfologickych dat rodi¢ovskych druhi

Tabulka 1. Procenta vysvétlené variability, smérodatna odchylka a vlastni ¢isla pro prvnich pét os.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
Smérodatna odchylka 4.357787 | 2.762814 | 1.960173 | 1.677108 | 1.597152
Procento vysvétlené variability 0.26014 | 0.10456 | 0.05263 | 0.03853 | 0.03494
Kumulativni procento 0.26014 0.3647 | 0.41734 | 0.45587 | 0.49081
Vlastni ¢islo 18.99031 | 7.633141 | 3.842278 | 2.812692 | 2.550895

Tabulka 2. Vlastni vektory jednotlivych znakl. Modrte vzdy pét znakii nejvice prispivajicich k rozdéleni podle

prislusné osy. Znaky sefazené podle abecedy.

Znak PC1 PC2 PC3
BigRL_apex.only -0.0236951 0.0584554 -0.1584413
BigRT1L 0.0446876 -0.0085813 0.0247661
BigRT1U -0.0946804 -0.0397141 0.2523897
BigRT2L 0.1555234 -0.0530565 0.0425172
BigRT2U 0.0668452 0.0375513 0.0433377
BigRT3L 0.2063259 -0.0653327 -0.0109962
BigRT3U 0.1876593 -0.0435648 -0.0077998
BigRT4.L 0.1250598 -0.0367379 -0.0516675
BigRT4.U 0.1054011 -0.0406669 -0.0404502
BigRTDL 0.2025954 -0.0524873 -0.0051201
BigRTdomU 0.1656337 -0.0410721 0.0914429
BigRTDU 0.0795178 -0.0322912 0.2772976
Carpel.length -0.0839934 -0.1307548 -0.221072
DB 0.1073813 -0.1599211 0.0853172
FlowBT1 0.2092129 | -0.0703009 -0.0141023
FlowBT2 0.1807414 -0.0407286 -0.0201815
FlowBTD_whole 0.0533794 0.025696 -0.0504394
HPI -0.0199379 -0.2913281 0.1849237
LAl -0.0768393 -0.2020169 0.1534946
Long..widest..Sepal.length -0.1089335 -0.1791 -0.2089638
Long.Sepal.width -0.0650915 | -0.1708284 -0.2474741
Longest.Filament -0.1311412 -0.0893569 -0.2755569
LowST2 0.0570609 -0.0035182 0.0493167
LowSTD 0.1725619 -0.1188379 0.0505644
LowSTshape_k 0.1229515 -0.1461706 0.0576543
LowSTshape_s 0.0558208 -0.0441487 0.0220899
NF -0.0911382 -0.1603 0.1013847
NL 0.0324751 -0.1755708 -0.0123395
NS 0.0766556 -0.146943 0.0538897
P1 -0.0373875 | 0.0073109 -0.0526948
P11 -0.1619096 -0.0747423 0.0456181
P14 -0.1553234 -0.1940755 0.0321438
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P15 -0.0889369 -0.1887376 0.0369154

P18 0.0149311 0.0316104 -0.0941036

P19 -0.0494696 0.0413864 0.1002643

P2 -0.0502872 -0.1185023 0.1876495

P20 -0.027801 -0.0058599 0.0255426
P21 -0.0014965 0.0426607 0.1476298

P22 -0.008919 0.0355092 0.1434047

P3 -0.0317251 -0.20614 0.2238584

P4 -0.1401756 -0.0205707 0.0981161

P6 0.0854774 -0.1408614 -0.0680297

P8 -0.0955829 -0.0517893 0.1460831

P9 -0.139767 -0.107879 0.1249556
Petal.colour 0.127632 -0.0356938 -0.009987
Petal.length -0.1394944 -0.1387477 -0.2417069
Petal.width -0.1240879 -0.1335925 -0.1461439
RB -0.0416065 | 0.0027285 -0.0167449
RosLPetL -0.0933709 -0.1933778 0.0579767
RosLSecT 0.08622 -0.0294095 -0.0452564
RosLTerL -0.1195064 -0.2179836 0.1165996
RosLWter 0.0058137 -0.2717191 0.0436107
RosNLobes 0.1895377 -0.0796378 -0.0656534
RosNTooths -0.0064746 | -0.0718219 -0.0409333
Short..widest..Sepal.length -0.1122988 | -0.1637892 -0.2608546
Short.Sepal.width -0.0699496 -0.1244914 -0.2888983
StLPetL 0.0548319 | -0.2151382 0.0045049
StLTerL -0.1105351 -0.2584452 0.0263734
StLWter 0.1301789 -0.2001502 -0.0350841
StNLobes 0.1787529 -0.0565622 -0.0728447
StNTooths 0.1787708 | -0.0580341 -0.0429331
UpST2 0.0337649 -0.0304786 -0.0162236
UpSTD 0.1617693 -0.0620867 -0.0877156
UpSTshape_s 0.0862072 -0.0596833 -0.0821035
X3rdStL_apex.only -0.0657663 -0.0223554 0.0547109
X3rdStLT1L 0.1178586 -0.0485241 -0.0124415
X3rdStLT1U 0.0731429 -0.0148082 0.0158712
X3rdStLT3L 0.1981275 -0.0705916 -0.0276108
X3rdStLT3U 0.1748683 -0.0528425 -0.0343025
X3rdStLT4.L 0.1041917 | -0.0447603 -0.0039895
X3rdStLT4.U 0.0772166 -0.0119581 -0.044448
X3rdStLTDL 0.2044353 -0.0629018 -0.0276209
X3rdStLTDU 0.1857931 -0.0541973 -0.0305637
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Priloha 6a. Kanonicka diskrimina¢ni analyza morfologickych dat pro cely datovy

soubor

Tabulka 1. Zakladni charakteristiky kanonickych os

1. kanonickd osa 2. kanonicka osa
Procento oddéleni znak 78.793 21.2017
Kumulativni procento 78.793 100
Vlastni Cislo 7.1283 1.9185

Tabulka 2. Hodnoty vlastnich vektor( pro kazdy znak. ModFe vidy pét znakl nejvice pfispivajicich k rozdéleni

podle prislusné osy. Znaky serfazené podle abecedy.

Znak 1. kanonickd osa 2. kanonickd osa

BigRL_apex.only -0.155082244 0.05447019
BigRT1L 0.18111442 -0.092632022
BigRT1U -0.498639723 0.129062008
BigRT2L 0.625308324 -0.202564018
BigRT2U 0.312630213 -0.290795914
BigRT3L 0.761804445 0.081228447
BigRT3U 0.779019432 -0.158732619
BigRT4.L 0.408722573 0.170820194
BigRT4.U 0.366636507 0.062279697
BigRTDL 0.771768143 -0.038449569
BigRTdomU 0.694240872 -0.120308237
BigRTDU 0.298264459 -0.086221726
Carpel.length -0.282917459 -0.025863029
DB 0.569930703 -0.231793363
FlowBT1 0.83219006 0.156258902
FlowBT2 0.647792675 0.084044314
FlowBTD_whole 0.200273648 0.083701722
HPI 0.078816693 -0.110608707

LAl -0.284777987 0.0498762
Long..widest..Sepal.length -0.300946998 -0.110818527
Long.Sepal.width -0.137218174 -0.022749829
Longest.Filament -0.486041023 -0.090778398
LowST2 0.237438058 -0.054526032
LowSTD 0.730319517 0.086573212
LowSTshape_k 0.530514026 -0.028549004
LowSTshape_s 0.210486577 -0.028861308
NF -0.352031607 -0.012029135

NL 0.111691284 0.11243516
NS 0.302335667 -0.167678206
P1 -0.185914077 0.058092171
P11 -0.51675371 -0.286086934

P14 -0.490973153 -0.14918731
P15 -0.167768938 -0.167495221
P18 0.080833262 -0.107747185
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P19 -0.229448772 0.271743516

P2 -0.163317286 0.023393792

P20 -0.039818368 -0.201546395
P21 -0.055573106 0.033244527
P22 -0.049548535 -0.05715204

P3 0.079125935 -0.24228996

P4 -0.61898107 0.186571146

P6 0.45704478 -0.269960418

P8 -0.412596144 0.209978688

P9 -0.573442861 0.247382096
Petal.colour 0.473503032 0.372640213
Petal.length -0.509957734 -0.006793776
Petal.width -0.46609714 0.049468464
RB -0.1925107 0.148166354
RosLPetL -0.286055828 -0.001556927
RosLSecT 0.254399909 0.001467026
RosLTerL -0.426293437 0.117306313
RosLWter 0.146279147 -0.039294621
RosNLobes 0.820935412 -0.272408732
RosNTooths -0.005265122 -0.097295961
Short..widest..Sepal.length -0.343842088 -0.079727058
Short.Sepal.width -0.221694786 0.084818822

StLPetL 0.34492502 -0.111817909
StLTerL -0.251576833 -0.196883364
StLWter 0.550342921 0.215237461
StNLobes 0.653869357 0.350358938
StNTooths 0.657016163 0.038155562
UpST2 0.120165541 0.094568587
UpSTD 0.561134367 0.388813148
UpSTshape_s 0.29677891 0.233560819
X3rdStL_apex.only -0.197254642 -0.164952827
X3rdStLT1L 0.472761473 0.12228076
X3rdStLT1U 0.254187558 0.120332621
X3rdStLT3L 0.70000058 0.343094413
X3rdStLT3U 0.614951276 0.36932809
X3rdStLT4.L 0.306467581 0.212654607
X3rdStLT4.U 0.241517908 0.19007119

X3rdStLTDL

0.740887146

0.323427552

X3rdStLTDU

0.650140566

0.371675623
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Priloha 6a. Kanonicka diskrimina¢ni analyza morfologickych dat pro rodi¢ovské
populace

Tabulka 1. Zakladni charakteristika kanonické osy

1. kanonicka osa

Procento oddéleni znakt 78.793

Vlastni Cislo 7.1283

Tabulka 2. Hodnoty vlastnich vektord pro kazdy znak. Modre vidy pét znak( nejvice pfispivajicich k rozdéleni
podle pfislusné osy. Znaky sefazené podle abecedy.

1. kanonickd osa

BigRL_apex.only 0.12748358
BigRT1L -0.183336583
BigRT1U 0.458996598
BigRT2L -0.690469953
BigRT2U -0.221350709
BigRT3L -0.875634309
BigRT3U -0.835397069
BigRT4.L -0.477628852
BigRT4.U -0.434053873
BigRTDL -0.860076514
BigRTdomU -0.673263789
BigRTDU -0.266127907
Carpel.length 0.279986141
DB -0.532114008
FlowBT1 -0.961536293
FlowBT2 -0.755241508
FlowBTD_whole -0.234095344
HPI -0.041102942

LAI 0.256091464
Long..widest..Sepal.length 0.316466865
Long.Sepal.width 0.150269646
Longest.Filament 0.49323985
LowST2 -0.266106469
LowSTD -0.777548215
LowSTshape_k -0.558779367
LowSTshape_s -0.22503428
NF 0.342728469

NL -0.153564189

NS -0.286191313

P1 0.150594646

P11 0.628369377

P14 0.547670132

P15 0.26604795
P18 -0.047019867
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P19

0.215897759

P2 0.152626559

P20 0.114101762
P21 0.039962011
P22 0.061699064

P3 -0.000371853

P4 0.555736419

P6 -0.385379012

P8 0.322854613

P9 0.490099174
Petal.colour -0.534314931
Petal.length 0.495003447
Petal.width 0.438468277
RB 0.140638784
RosLPetL 0.282234018
RosLSecT -0.303538403
RosLTerL 0.385746266
RosLWter -0.140732446
RosNLobes -0.820814966
RosNTooths 0.035147609
Short..widest..Sepal.length 0.34891307

Short.Sepal.width

0.197120586

StLPetL -0.367150625
StLTerL 0.315792494
StLWter -0.642737007
StNLobes -0.744152067
StNTooths -0.818589341
UpST2 -0.134571184
UpSTD -0.642230459

UpSTshape_s

-0.333241257

X3rdStL_apex.only

0.258237606

X3rdStLT1L -0.556578199
X3rdStLT1U -0.296526487
X3rdStLT3L -0.816196178
X3rdStLT3U -0.710615054

X3rdStLT4.L

-0.353978756

X3rdStLT4.U

-0.270899574

X3rdStLTDL

-0.845220548

X3rdStLTDU

-0.737529182
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Elektronicka priloha

K praci jsou pfilozeny nasledujici elektronické piilohy. K tisténé verzi jsou tyto ptilohy
piiloZzeny na CD.

Ptiloha 7. Soubor genlight (matice genetickych dat)

Ptiloha 8a. Sit’ genetickych vzdalenosti pro kompletni datovy soubor
Ptiloha 8b. Sit’ genetickych vzdalenosti pro tetraploidy

Ptiloha 9. Primarni data cytometrické analyzy — ploidni Groven

Ptiloha 10. Primérni data dytometrické analyzy — velikost genomu
Ptiloha 11a. Primarni matice morfologickych dat vSech znaki

Ptiloha 11b. Primarni matice morfologickych dat bez korelovanych znaki
Ptiloha 12. Krabicové diagramy variability v§ech morfologickych znakt
Ptiloha 13a. Deskriptivni statistika vSech znakt pro cely datovy soubor

Ptiloha 13b. deskriptivni statistika v§ech znakt pro jednotlivé skupiny
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